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RESUMO

Silveira CS. InterrelacGes entre 25-hidroxivitamina D, atividade arilesterase da PON1
e populagdes linfocitarias na imunodeficiéncia comum variével [dissertacdo]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

A imunodeficiéncia comum variavel (ICV) é a imunodeficiéncia primaria sintomatica
mais comum em adultos caracterizando-se pela diminui¢do dos niveis séricos de IgG,
associados a reducdo de IgA e/ou IgM e resposta pobre de anticorpose baixas resposta a
vacinagdes. Os pacientes possuem perfil pro-inflamatorio e frequentemente cursam com
infeccdes cronicas ou recorrentes do trato respiratorio e gastrointestinal, hepatomegalia,
esplenomegalia, doencas autoimunes, inflamatérias e malignidades, especialmente as de
natureza linfoproliferativas e consequentemente, possuem deficiéncias absortivas de
vitaminas e minerais dentre as quais as de vitamina D e célcio. As paraoxonases (PON)
compdem uma familia multigénica de enzimas que incluem a PON1, PON2 e PON3
sendo a PON1a mais estudada; encontra-se associada a APO-I do HDL atuando sobre o
estresse oxidativo bem como em doencgas inflamatérias, AIDS, infec¢fes neoplésicas e
imunosenescéncia. Recentemente foi observada relacdo entre polimorfismos da PON1,
atividade arilesterase e caracteristicas clinicas em pacientes com ICV. De modo similar a
arilesterase, a 25-hidroxivitamina D atua no sistema imune em estados oxidativos. A 25-
hidroxivitamina D € um hormbnio esterdide e que tem importante papel
imunorregulatério em vérias células do sistema imunoldgico: linfocitos T CD4+, CD8+
e células dendriticas apresentadoras de antigenos. Este estudo teve como objetivo avaliar
as interrelacdes entre os polimorfismos da PONL1, aatividade arilesterase, os niveis de
25-hidroxivitamina D, populacdes linfocitarias e caracteristicas clinicas em pacientes
com imunodeficiéncia comum variavel. Foram avaliados em grupos pacientes e controles
saudaveis parametros laboratoriais clinicos (25- hidroxivitamina-D, magnésio, calcio,
sodio, potassio, vitamina B12, colesterol total e fragcdes, triglicerideos, proteina C reativa,
horménio paratireoideano, 1gG, IgA, IgM, IgE, contagem total de linfocitos T
CD3+,CD4+e CDB8+, linfocitos B CD19), e densitometria dssea. Resultados: A
distribuicdo dos genotipos e dos alelos do polimorfismo L55M no grupo de pacientes
ICV foram similares as do grupo controle.Os pacientes portadores do genotipo 55LM
apresentaram inicio mais precoce dos sintomas caracteristicos da ICV, sendo provavel

que apresentem manifestacdes menos graves da ICV em relacdo aos pacientes 55LL e



55MM. A atividade arilesterase da PON-1 foi similar entre os portadores dos
genotipos55MM, 55LL e 55LM e controles sdos e ndo apresentou relagcdo com o quadro
clinico. Nao houve associacdo entre os genotipos do polimorfismo L55M e a presenca da
maioria das manifestacdes clinicas analisadas, sendo esses achados compativeis com a
presencade niveis similares de atividade arilesterase entre os trés genétipos analisados. A
maioria dos participantes do grupo de estudo apresentou niveis séricos de vitamina D
abaixo de 30 mg/dL, ndo havendo diferenca entre os dois géneros e demais parametros
laboratoriais analisados, exceto uma correlacdo negativa com os niveis de PTH. Houve
associacao entre niveis séricos mais elevados de vitamina D e a menor frequéncia de
atelectasias. Considerando que os portadores do genétipo 55LL apresentaram maior
prevaléncia de linfonodomegalias e niveis mais elevados de vitamina D, uma
possibilidade é que nesse subgrupo de pacientes a presenca de atelectasia esteja
parcialmente associada & compressdo torcica extrinseca. A presenca de doenca mineral
0ssea foi elevada ocorrendo em 41,6% dos pacientes, sendo mais frequente a osteopenia
(65,0%) do que a osteoporose (35,0%). Os portadores do gen6tipo 55MM apresentaram
contagens mais altas de linfocitos CD8+,a0 lado de valores normais de linfécitos CD4+
e CD19+. Conclusédo: A auséncia de associacdo entre os niveis séricos de vitamina D,
infeccdes cronicas, doengas autoimunes e osteopenia/osteoporose entre 0s portadores dos
genotipos 55L, 55LM e 55MM, ao lado do aumento de linfécitos CD8+ em portadores
do genotipo 55MM, permitem aventar a hipotese de que neste subgrupo depacientes com
imunodeficiéncia comum variavel a doenca mineral dssea possa ser parcialmente

secundaria a um disturbio da imunidade celular.

Descritores: Paraoxonase; Linfocitos;25-Hidroxivitamina D; Osteoporose; Inflamacéo

intestinal; Imunodeficiéncia comum variavel.



ABSTRACT

Silveira SC. Interrelations between 25-hydroxyvitamin D, PON1 arylesterase activity
and lymphocyte populations in variable common immunodeficiency [dissertation].

SaoPaulo: Faculdade de Medicina,Universidade de S&o Paulo; 2021.

Common variable immunodeficiency (CVI) is the most common symptomatic primary
immunodeficiency in adults, characterized by decreased serum IgG levels, associated
with reduced IgA and/or IgM and poor antibody response and low response to
vaccinations. Patients have a pro-inflammatory profile and often present chronic or
recurrent infections of the respiratory and gastrointestinal tract, hepatomegaly,
splenomegaly, autoimmune and inflammatory diseases and malignancies, especially
those of a lymphoproliferative nature. Consequently, patients may have absorptive
deficiencies of vitamins and minerals, including vitamin D and calcium. Paraoxonases
(PON) comprise a multigenic family of enzymes that includes PON1, PON2 and PON3
with PONL1 being the most studied; findit is associated with HDL APO-I acting on
oxidative stress as well as on inflammatory diseases, AIDS, neoplastic infections and
immunosenescence. Recently, a relationship between PON1 polymorphisms,
arylesterase activity and clinical features in patients with CVI has been observed.
Similar to arylesterase, 25-hydroxyvitamin D acts on the immune system in oxidative
states. 25-hydroxyvitamin D is a steroid hormone that plays an important
immunoregulatory role in several cells of the immune system: CD4+, CD8+ T
lymphocytes and antigen-presenting dendritic cells. This study aimed to evaluate the
interrelationships  between PON1 polymorphisms, arylesterase activity, 25-
hydroxyvitamin D levels,lymphocyte populations and clinical features in patients with
variable common immunodeficiency. Clinical laboratory parameters (25-
hydroxyvitamin-D, magnesium, calcium, sodium, potassium, vitamin B12, total
cholesterol and fractions, triglycerides, C-reactive protein, parathyroid hormone, IgG,
IgA, IgM, IgE, total count of T lymphocytes CD3+, CD4+ and CD8+, B lymphocytes
CD19), and bone densitometry. Results: The distribution of genotypes and alleles of the
L55M polymorphism in the group of CVI patients were similar to those in the control
group. Patients with the 55LM genotype had an earlier onset of symptoms characteristic
of CVI, being likely to present less severe manifestations of CVI compared to patients

55LL and 55MM. The arylesterase activity of PON-1 was similar between carriers of



the 55MM, 55LL and 55LM genotypes and healthy controls and was not related to the
clinical picture. There was no association between the L55M polymorphism genotypes
and the presenceof most clinical manifestations analyzed, and these findings are
compatible with thepresence of similar levels of arylesterase activity among the three
analyzed genotypes.Most participants in the study group had serum vitamin D levels
below 30 mg/dL, with no difference between the two genders and other laboratory
parameters analyzed, exceptfor a negative correlation with PTH levels. There was an
association between higherserum levels of vitamin D and a lower frequency of
atelectasis. Considering that carriers of the 55LL genotype had a higher prevalence of
lymph node enlargement and higher levels of vitamin D, the possibility is that in this
subgroup of patients, the atelectasis presence is partially associated with extrinsic chest
compression. The presence of bone mineral disease was high, occurring in 41.6% of
patients, with osteopenia (65.0%) beingmore frequent than osteoporosis (35.0%).
Carriers of the 55MM genotype had higher CD8+ lymphocyte counts, along side
normal CD4+ and CD19+ lymphocyte counts. Conclusion: The absence of association
between serum levels of vitamin D, chronicinfections, autoimmune diseases and
osteopenia/osteoporosis among carriers of the 55L,55LM and 55MM genotypes,
together with the increase in CD8+ lymphocytes incarriers of the 55MM genotype,
allow us to consider the hypothesis that in thissubgroup of patients with variable
common immunodeficiency, bone mineral disease may be partially secondary to a

disturbance of cellular immunity.

Descriptors: Paraoxonase; Lymphocytes; 25-Hydroxyvitamin D; Osteoporosis;

IntestinalInflammation; Variable common immunodeficiency.
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1  INTRODUCAO
1.1 IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

A imunodeficiéncia comum variavel (ICV) é a imunodeficiéncia primaria sintomatica
mais comum na idade adulta, afeta sem distingdo ambos os sexos com uma prevaléncia
de aproximadamente 1 / 25.000 (Bonilha et al, 2016; Picard et al, 2018). A ICV é
caracterizada por baixos niveis séricos de IgG, IgA e / ou IgM e sintese de anticorpos
prejudicada em resposta a vacinas e patdgenos (Chapel, 2008; Peter, 2012) e ainda

configura-se como erro inato da imunidade (Picard et al, 2018).

O inicio dos sintomas pode ocorrer em qualquer idade, contudo, ocorre frequentemente
entre a segunda e quarta décadas de vida, com limites de média de idade 29 anos para
homens e 33 anos para mulheres (Chapel et al, 2008) e, em menor propor¢do, durante a
infancia, com pico entre 8 e 10 anos de idade (Cunningham-Rundles e Bodian, 1999;
Resnick et al., 2012; Salzer; Warnatz; Peter, 2012).

Ha casos em que o intervalo entre o inicio dos sintomas e a deteccdo da doenca atinge
8 anos, sendo o diagndstico por muitas vezes dificultado pela prépria natureza da doenca
que atinge varios 6rgaos e sistemas, assim como pelo seu desconhecimento por médicos

néo especialistas (Chapel et al., 2008).

Os pacientes ainda devem preencher alguns requisitos: inicio dos sintomas apés dois
anos de idade; auséncia de hemaglutininas e/ou resposta insatisfatoria a vacinacao;
exclusdo de outras possiveis causas que possam afetar a producao de anticorpos (Bonilla
etal, 2016).

O modo de herangca é predominantemente autossdbmico dominante e autossdémico
recessivo em cerca de 15% e ocorre em mutagdes genéticas (Castigli e. et al, 2005). As
mutagdes podem ocorrer em um gene ou mais, afetando a imunidade humoral e a celular;
no entanto, € provavel que nos 85% pacientes restantes isso ocorra sem um defeito
genético conhecido. Também € provavel que além dos genes ja identificados, outros genes

possam estar envolvidos na patogénese da ICV (Vazdani et al., 2014).

As mutacbes mais frequentemente identificadas foram descobertas no gene do
membro da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNF) (TNFRSF13B)

que codifica TACI (ativador de transmembrana ligante da ciclofilina modulador de
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calcio), um membro da superfamilia do receptor TNF especifico de células B (Leone,
2018; Salzer et.at, 2009).

Os defeitos do TACI dificultam a sinalizagdo dos ligantes BAFF (B-cell activating
factoR) e APRIL (a proliferation-Inducing Ligand) envolvidos na sobrevida celular,
apoptose e troca de isétopos e consequentemente dificultam a sobrevivéncia plasmatica,
maturacdo e recombinacdo de troca de classe e producdo de Ig (Castigliet.al., 2004;
Romberg et.al,2015). Os defeitos também comprometem a remocdo de células B
autorreativas no ponto central de tolerdncia de células B, aumentando assim a

suscetibilidade de pacientes com ICV em desenvolver doengas autoimunes (Azizg,2017).

A funcdo dos anticorpos também é prejudicada, embora, 90% dos pacientes
demonstrem valores de linfocitos B periféricos normais, o que evidencia presenca de
defeitos nas fases finais do seu desenvolvimento. Outros pacientes apresentam fendtipo
de células B imaturas com caracteristicas peculiares: aumento do volume, uso restrito de
familias de gene VH e perda da capacidade de mutacdo dos genes da regido variavel da

cadeia pesada de imunoglobulina (Braun, et al., Farrant et al.,1989).

Disfuncdo de mondcitos/macréfagos e linfocitos T também pode estar presentes,
sendo que em aproximadamente metade dos pacientes com ICV a disfungdo ocorre em
linfocitos T (Cunningham-Rundles, Bodian,1999; Kokron et al, 2004). Ja os pacientes
gue demonstram alteragdes em mondcitos apresentam células com alto estresse oxidativo

conduzindo a uma deficiente proliferacao de linfocitos T( Aukrust, 1994;Aukrust, 1996)

Adicionalmente, os pacientes ainda demonstram padrfes que se mostram associados a
menor toleréncia imunoldgica e & maior suscetibilidade a neoplasias: niveisdiminuidos
de linfocitos T CD4+ e aumentados de CD8+ efetores de memdria (Bateman et al.,
2012), menor quantidade de células natural Killer (NK) (Aspalter et al., 2000) e células t
natural killer (nkt) (Carvalho et al, 2010; Gao et al., 2014).

Pacientes com ICV frequentemente cursam com infec¢fes cronicas ou recorrentes do
trato respiratorio, bronquiectasia, atelectasia esplenomegalia, doencas autoimunes,
inflamatdrias, gastrointestinais, malignidades especialmente as de natureza

linfoproliferativa, entre outros acometimentos (Chapel et al., 2008; Resnick et al, 2012).

Particularmente, dois sistemas sdo bastante afetados nesses pacientes: o

gastrointestinal (Uzzan et al, 2016), e o linfoide (Gathmann et al, 2014). Em consequéncia
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do comprometimento gastrointestinal ocorre reducéo da capacidade digestiva e absortiva,
0 que possibilita a deplecéo de varios micronutrientes entre eles a vitamina D, (Amaya-
mejia et al, 2013), niveis de calcio (Baris et al, 2011) e consequente perda de massa 0ssea
( Barreto-de -Melo ,2017).

As ocorréncias de infecgdes gastrointestinais se manifestam comumente pela auséncia
da IgA, anticorpo de protecdo a mucosas, que predispde a manifestacdes de Helicobacter
pylori (Baldovino et al., 2013). As manifestacfes também estdo relacionadas a infeccdes
por Giardialamblia, Cryptosporidiumparvum, espécies de Salmonella, citomegalovirus,
Campylobacterjejuni ou norovirus. (Daniels, 2007,0ksenhendle et al.,2008) a qual leva
a ocorréncia de diarreia transitria ou persistente com perda de peso acentuada,
esteatorréia e méa absorcdo (Abbott; Gelfand, 2015; Resnick et al., 2012).

A doenca inflamatdria intestinal também é outro acometimento comum na ICV. Neste
caso, 0s achados histologicos obtidos a partir de biopsias do trato gastrointestinais
incluem achatamento das vilosidades, apoptose das células intestinais da cripta,
hiperplasia nodular linfoide, foliculos linfoides hiperplasicos, auséncia de plasmacitos,
infiltracdo linfocitaria intraepitelial (Abbott; Gelfand,2015) e achatamento das
vilosidades do intestino delgado semelhante a doenca celiaca, mas ndo responsiva a

retirada do gluten (Cunningham-Rundles, 2012).

O tratamento mais comumente usado na ICV é com reposicdo de imunoglobulina
intravenosa ou subcutanea, que levam a um prognostico melhor com Emenor reincidivas
as infecgdes e consequentemente,melhor qualidade de vida (Cunningham-Rundles,
2010).

Pacientes com ICV possuem predisposi¢do acentuada a estresse oxidativo devido a
reacdo do proprio sistema imune ao utilizar radicais livres no combate a patdgenos.
Nesses pacientes tanto as células fagociticas quanto os linfocitos T e B sdo dotadas de
NADPH oxidase, enzima responsavel pela producdo de ROS (Reactive Oxygen

Species) responsiva a quadros inflamatérios (Babior, 1999).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio homeostatico entre geragéo e
consumo de compostos oxidantes e antioxidantes, com resultados exacerbados de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocdo dessesradicais levando a um

dano oxidativo potencial contra células e tecidos (Halliwell e Whiteman, 2004).
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Por fim, e em um sentido mais amplo, na ICV, os conceitos e sintomas ainda sdo
citados em reinteragdes o que faz da doenca de dificil precisdo nesses aspectos (Agarwal
e Cunningham-Rundles, 2019).

1.2 PON E ARILESTERASE

A Paraoxonase (PON) € uma familia de enzimas séricas com grande potencial
antioxidante e quem vem amplamente sendo estudada. Ela contempla uma familia
multigénica de trés membros de esterases: PON1, PON2 e PONS3, todas elas possuem
semelhanca quanto a homologia estrutural. Em humanos estdo localizadas adjacentes ao
braco longo do cromossomo 7 (entre q21.3 e q22.1) ja em ratos, no cromossomo 6 (Primo-
Parmo et al., 1996).

Dentre a familia das PONS, a mais estudada € a PON1 apesar do membro mais antigo
parecer ser a PON2 da qual evoluiram a PON3 e depois PON1 (Mackness et al., 1991);
(Aviram, 1999). Embora os PONs se assemelhe em suas sequéncias de aminoéacidos, eles
tém diferentes funcdes. e exibem uma ampla gama de atividades enzimaéticas para varios

tipos de substratos em um Unico sitio ativo (Aviram, 1999).

Inicialmente, observou-se que a enzima PON é responsavel pela hidrélise do paroxon,
produto do catabolismo do inseticida paration. A nomenclatura dada aos membros da
familia paraoxonase esta diretamente relacionada ao composto paroxon (Costa et al.,
2003; Khersonsky et al., 2005). A PON também é capaz de hidrolisar outros substratos
metabolitos de compostos organofosforados (OPs), como oxon, diazoxon), ésteres
aromaticos tais como fenilacetato, tiofenilacetato e 2-naftilacetato e lactonas arométicas
e alifaticas (Costa et al., 2003; Draganov et al., 2004; Macedo, 2013).

A PON possui trés atividades principais: atividade de paraoxonoase, que é observada
quando h& ocorréncia da reacdo de hidrélise do paraoxon a p-nitrofenol; atividade
arilesterase, que promove a reacdo de hidrélise de ésteres aromaticos e a atividade
lactonase, que catalisa a hidrolise de lactonas aromaéticas e alifaticas, entre outras reages
(Hussein, 2011).

Estruturalmente, a PON1 é uma glicoproteina que possui dois sitios de ligagdo de

calcio, um esté localizado no topo da estrutura e acredita-se que esteja relacionado com a
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atividade hidrolitica e o outro, localizado mais centralmente, auxilia na estabilidade da
proteina. Na verdade, a remocdo do célcio com agentes quelantes destroi
irreversivelmente a atividade e estabilidade do PON1 (Mackness et al., 1991; Aviram,
1999).

A atividade da enzima PONL1 esta presente no soro, em eritrocitos e no cérebro sendo
encontrada também no tecido hepéatico que além de concentrar parte desta atividade,
representa a fonte primaria da enzima encontrada no plasma (Mackness, 1989; Costa et
al., 2003; Draganov et al., 2005; Macedo, 2013).

Em humanos, a enzima PONL1 € influenciada por muitos fatores que atuam como
moduladores da atividade e expressdo dessa enzima seja inibindo ou estimulando essas
acoes. (Rios et al., 2007; Costa et al., 2005). Em recém-nascidos, a atividade da PON1
sérica € relativamente baixa e aumenta até os 15-25 meses de vida (Marchegiani et al.,
2008). Os niveis da enzima voltam a diminuir com o envelhecimento, o que parece ser
causado pelo aumento de reacdes relacionadas ao estresse oxidativo (Seres et al., 2004;
Lescai et al., 2009), porem, ambos polimorfismos Q192R e L55M ndo tém impacto do

aumento em longevidade (Weigz et al., 2015).

A atividade da PON, em uma populacdo normal pode estar alterada entre 0s sexos,
talvez demonstrando uma relacao que se justifica por fatores hormonais (Rios et al., 2007;
Costa et al., 2005). As mulheres apresentam niveis de atividade PON significativamente
maiores quando comparadas as médias da mesma atividade noshomens (Faggioni, 2003;
Costa et al., 2005; Sumegova et al., 2006).

Alguns outros estudos ainda sugerem alteracdo na atividade da PON1 na gravidez,
menopausa, tabagismo e dietas aterogénicas (Holland et al., 2006; Prakash et al., 2007,
Tsakaris et al., 2009) e numa variedade de doengas onde o estresse oxidativo € imperativo,
incluindo a doenga cardiovascular (Ayanacioglu, 1999; Mackness et al., 2003, 2004,
Gupta et al., 2011), canceres (Stevens et al., 2006; Elkiran et al., 2007; Camuzcuoglu et
al., 2009), acidente vascular isquémico, cirrose hepatica e doenca renal (Li, 2003;
Mackness 2003,)AIDS, infec¢des, neoplasias e imunosenescéncia tendo assim importante

papel ndo sé na oxidagdo mas também na resposta imunoldgica (Camps, 2009).

Mais de 200 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) ja foram encontrados no gene

PONZ1 contribuindo para diferencas interindividuais na concentragdo e atividadedessa
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enzima (Richter;Jarvik ;Furlong ,2010). Os mais referenciados séo os polimorfismos das
posicdes 192 e 55, com diferentes consequéncias bioldgicas. Asubstituicdo de leucina por
metionina na posi¢cdo 55 (L55M) afeta a concentracdo de PON1: o alelo PONI1L
apresenta um aumento nos niveis de PON1 quando comparadoao alelo PON1M,
decorrente de um aumento de mMRNA (Mackness et al., 2003), estandoo alelo PON1-55M
associado a menores concentracdes séricas da enzima e também a baixa eficiéncia da
PON1 plasmatica (Costa et al., 2005).

J& a substituicdo de glutamina por arginina na posi¢do 192 (Q192R) é associada a
atividade de PONL1, pois eleva sua atividade catalitica em relacdo a substratos sintéticos.
Entre as isoformas Q192R, a PON1-Q parece promover melhor protecdo da LDL contra
o efeito aterogénico (Mackness et al., 2003) em contrapartida, oalelo R parece constituir
fator de risco independente para doenca coronariana, 0 que confere a este alelo menor
capacidade antioxidativa (Draganov et al., 2000).

Adicionalmente outros estudos, demonstram que a presenca do genétipo 55MM
pareceu estar correlacionada a presenca de fatores de risco para o desenvolvimento de
linfomas, (De Roos et al., 2006), Na ICV é sugerido que apresenca do genotipo 55 MM
possa ser deletério com maior morbidade e mortalidade nadoenca e o alelo 55L parece
estar envolvido na protecdo contra infecc@es e linfoproliferacdo benigna sendo essa acéo

executada por ocasido da elevacéo de atividade enzimatica do alelo 55L, (Sini et al.,2014).

1.3 25-HIDROXIVITAMINAD

A 25-hidroxivitamina D, foi descrita inicialmente como uma vitamina e ficou bastante
conhecida, a principio, por seu papel na regulagdo da homeostase célcio-fosforo e
consequentemente por ser uma substancia capaz de curar o raquitismo. Foi denominada
'D’, pois sequencialmente era a quarta de vitaminas a ser descoberta (Deluca, 2014).
Atualmente é considerada um hormonio atuante em varios mecanismos fisiologicos
compondo um verdadeiro eixo endocrinolégico com agdes amplas imunoldgicas
(Bouillon,1995). Além disso, a 25-hidroxivitamina D regula positivamente acgdes
antioxidantes por participar do complexo glutationa (GSH) /glutationaredutase e
glutamato-cisteina. A GSH é o principal antioxidante dentro das células, e é a primeira

linha de defesa contra oxidantes na prote¢do da célula contra ROS (Winterbourn, 2008).
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A ativacdo da 25-hidroxivitamina D ocorre traves da incidéncia dos raios UVB nas
camadas mais profundas da epiderme, especificamente na membrana plasmética de
queratinécitos e fibroblastos nas camadas basal onde estd armazenada a substancia
precursora: o 7-deidrocolesterol (7-DHC) ou pré-vitamina D onde a acdo da enzima
deidrocolesterol-redutase (DHCR7), converte o 7-DHC colesterol. (Morris,1999). O
mecanismo dessa atividade espolia grande volume de 7-DHC que para manter o constante
processo de ativacdo da 25-hidroxivitamina D a torna um nutriente de fonte externa
obrigatoria (Jira et al., 2003).

As acOes posteriores a ativacdo na epiderme ocorrem via interacdo com o receptor de
25-hidroxivitamina D receptor (VDR, vitamin D receptor), um fator de transcricdo que
pertence a familia de receptores hormonais nucleares, o VDR que por meio da
heterodimerizagéo atua em uma das trés isoformas do receptor do retinoide X (RXR) e

consequentemente possibilita as reacdes metabdlicas (Plum; Deluca ,2010).

As reacOes metabdlicas que se seguem ocorrem ap0os processos de hidroxilacdo: a 25
hidroxivitamina D sofre hidroxilacdo no carbono 25, mediada pela CYP2R1, uma enzima
microssomal expressa preferencialmente no figado, dando origem a 25-hidroxivitamina
D ou calcidiol : 25(0OH) D3, e 25(0OH) D2, ou ergocalciferol, sendo essa tltima de origem
via alimentos vegetal (Bouillon,1995).

Em processo similar, a 25(OH) D, acoplada a DBP é transportada em varios tecidos e
na presenca da a enzima 1-a-hidroxilase CYP27B1, proteina mitocondrial da familia do
CYP450 e nessa etapa, sofre hidroxilagéo no carbono 1 da 25(OH) D formando a 1-25-
didroxi-vitamina D 1,25(OH) D ou calcitriol, que é a molécula metabolicamente ativa.
A CYP27B1 é expressa nas células dos tubulos renais proximais, onde a grande parte do
calcitriol necessario ao metabolismo sistémico é sintetizado (Erin Yamamotoa, Trine N.

Jorgensen, 2019).

A partir da acdo nos tubulos renais, via 1,25(0OH)2 D, a vitamina D desempenha a¢cdes
ao metabolismo do célcio e fosfato regulando as concentracdes de calcio sérico por
umloop feedback com o hormdnio da paratireoide (PTH) via supressdo da secre¢édo deste
(Holick, 2007).

A atividade do PTH e a expressdo de CYP27B1 sao influenciadas diretamente pela

concentracgdo serica de 1,25-dihidroxivitamina D e pelo mecanismo de feedback: o PTH
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impede a superproducdo de 1,25-dihidroxivitamina via liberacdo de fator de crescimento
de fibroblasto do osso (FGF23) (Liu et al, 2008). As a¢Oes contra regulatorias do PTH na
modulacdo da atividade do CYP27B1 e do FGF23 acontece ainda por inducdo do
CYP24A1, uma enzima mitocondrial integrante do complexo do citocromo P450, que
age pela hidroxilacdo dos carbonos 23 ou 24; esses elementos em conjunto constituem
uma rede homeostatica interativa que mantém o status da vitamina D (Fukumoto S.
,2008).

O mecanismo acima citado, atua também, diretamente, na osteoclastogenese, sendo o
1,25(0OH) D, via acBes autdcrinas com o VDR, o agente primordial na inducdo da
expressao do ligante do ativador do receptor NF-kappa B (RANKL — receptor activator
of NF-kappaB ligand) que resulta na maturacdo dos precursores de osteoclastos para
osteoclastos nos depositos de célcio do esqueleto, visando a homeostase calcémica (Naja
et.al., 2009).

Além disso, a 1,25(0OH)2D, via ligacdo entre o receptor e elementos de transcricao,
desencadeia uma enorme variedade de respostas bioldgicas a partir daformacdo do
complexo transcricional horménio-receptor com 0 RXR: 1,25(0H)2D- VDR-RXR. Esse
complexo acopla-se a uma sequéncia especifica do DNA nos seus genes-alvos,
denominada VDRE (vitamin D response element) com a¢des a amplas combinadas com
moléculas corregulatoriase coativadoras a exemplo da familia SRC - steroid receptor
coativator - e 0 NCoA-62) e correpressores (como o0 NcoR - nuclear receptor
correpressor e SMRT - silent mediator for retinoid and thyroid hormone receptors) do
VDR promovendo agbes que por fim sdo efetivadas em seus alvos objetivos(Lemon,
1996).

Os efeitos bioldgicos da 1,25(0OH)2D séo mediados pelo VDR, CYP27B1, receptores
e demais atividades coregulatérias e parecem justificar boa parte da extensa acdo do
calcitriol uma vez que sendo expresso em quase todas as células humanas, demonstram
que a 1,25(0OH) D estd envolvida em uma ampla rede de fungdes envolvendo a

homeostase sistémica dos diversos meios (ErinYamamotoa e Trine N.Jargensen, 2019).

Os niveis de vitamina D s&o avaliados através da concentracdo da 25- hidroxivitamina
D (25-OH-D) circulante e reflete a sintese enddgena e a ingestao dietética;sendo portanto,

0 meio para avaliar o seu status (Holick,2009). Embora o suprimento deficiente de
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vitamina D seja predominantemente definido como concentracdes séricas de 25 (OH) D
abaixo de 25-30 nmol /1 (10-12 ng / mL), ndo h& um acordo claro sobre o intervalo ideal
(Linseisen et. al, 2013; Pilz S et.al, 2019).

As comunidades mundiais como o Instituto Norte-Americano de Medicina(IOM)
2010, European Food Safety Authority (EFSA), 2016 sd@o unanimes quanto ao nivel sérico
de 25 (OH) D de >50 nmol /1 (20 ng / mL) ser designado como valor baixo (Pilz S., et.al.
2019). Apesar dos valores-alvo inconsistentes, ha um amplo consenso de que 0s niveis
sanguineos de 25 (OH) D ndo devem estar abaixo de 50 nmol/ (20 ng / mL |,
Linseisen.et.al,2013; Pilz S., et.al,2019). No Brasil, os valores alvos sdo definidos como
: maior do que 20 mg/mL é o desejavel para populacdo geral saudavel; entre 30 e 60
mg/mL é o recomendado para grupos de risco como idosos, gestantes, pacientes com
osteomalacia, raquitismos, osteoporose, hiperparatireoidismo secundario, doencas
inflamatdrias, doencas autoimunes e renal cronica e pré-bariatricos; entre 10 e 20 ng/mL
é considerado baixo com risco de aumentar remodelacdo Gssea e, com isso, perda de
massa 6ssea, além do risco de osteoporose e fraturas; menor do que 10 ng/mL muito baixa
e com risco de evoluir com defeito na mineralizacdo déssea, que € a osteomalécia,e

raquitismo (Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, 2020).

Os limites da 25-hidroxivitamina D na prevencdo e tratamento de doencas extra
esqueléticas também é controverso. O que existem, porém, sdo evidéncias abundantes
sobre uma possivel associacdo positiva do status de vitamina D ou suplementacdo em
doencas cardiovasculares Barnard et.al., 2010; Elamin et al,2011; diabetes mellitus tipo
2: Mitri J. et al, (2011) hipertensdo: Witham et al, 2009; Golzarand M. 2016; a artrite
reumatoide ,doencas neurodegenerativas e mentais bem como doencas autoimunes e
respiratorias( Fu lin, et al, 2021; Martineau et al ,2019 ;Wessam et al, 2021) e em
neoplasias (Yin L., 2009, Friederike Maretzke, et al., 2020, Wessam et al., 2021).

Além disso, recentemente se tem explorado as a¢Bes da 25-hidroxivitamina D e a
influéncia ambiental na microbiota como fator essencial no desenvolvimento das doencas

entre quais as relacdes com as doengas inflamatorias (Huang J, et al., 2019).

Adicionalmente, outros fatores externos influenciam a ativagéo da 25-hidroxivitamina
D: protetor solar, roupas, sazonalidade, hora do dia, idade, adiposidade, pratica de

atividade fisica, dieta com ingestdo de alimentos com baixo teor da vitamina , medicacdes
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e ainda a quantidade de melanina na pele uma vez que esse elemento compete pelo féton
da radiacdo UVB e, portanto, favorece a menores reservas da 25-hidroxivitamina D (D.
Holick, 2001) .Individuos negros quando comparados aos caucasianos ou outrasetnias
,580 0s mais desfavorecidos. Desse modo todos esses fatores juntos ou isoladamente, tém

sido responsaveis pela pandemia de déficit dessa vitamina (Huang J, et al., 2019).

1.4 25-HIDROXIVITAMINA D E POPULACOES LINFOCITARIAS

A ICV tem mecanismos patogénicos complexos que s@o resultados de defeitos
intrinsecos ou extrinsecos na diferenciacdo das células B e / ou de uma interferéncia
prejudicada na funcionalidade entre as células B e T e/ou receptores que os ativam
(Bryant et al., 1990).

Os linfécitos B tém como principal funcdo o combate a microrganismos,
essencialmente através da producdo de anticorpos dependentes ou ndo de linfécitos T (
Golzarand, 2016); j& os linfocitos T sdo responsdveis por inumeras atividades
imunoldgicas, como a destruicdo de células infectadas ou transformadas, protecdo contra
patdgenos intra ou extracelulares, parasitas e fungos, estimulo a producdo de
anticorpos pelos linfdcitos B, imunossupressdo e tolerancia, com aumento oudiminui¢do

de respostas inflamatorias (Giovannetti, 2007).

Tanto as células T quanto B liberam uma grande quantidade de citocinas .que
constituem a base do processo de resposta autoimune sendo que os tipos de linfécitos
podem funcionalmente ser definidos pelas citocinas produzidas ,desse modo ,as células T
“Th1” produzem IL-2, IFN-y e TNFa e sdo predominantes nas reacfes do tipo
“hipersensibilidade tardia” enquanto que as células T “Th2” produzem IL-4 e IL-5,
estimulam células B e estdo envolvidas especialmente em reagdes anticorpo-mediadas
(Manetti R, et al 1993) enquanto que as citocinas produzidas por celulas Th1l aumentam
a atividade deste subtipo, mas inibem células Th2 e vice versa. Esse tipo de regulacéo
pode ser crucial na determinacdo de uma resposta imune e em fendmenos supressores
(Mills ; McGuirk ,2004).

Adicionalmente, subtipos de Th como as células Th-17 que secretam IL-17 entre
outras citocinas sao fortemente pro-inflamatdrias (Tokuda N.Levy R.B, 1996;Xu H., et

al., 1993). As citocinas estdo expressas as células Th17 de modo significativo em doencas
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autoimunes como lUpus eritematosos sistémicos, esclerose mdaltipla, psoriase, artrite

reumatoide (Giovannetti, 2007).

H& evidéncias que a 25-hidroxivitamina D apresenta efeitos em varios 6rgdos e
sistemas, destacando-se, neste contexto, seu papel sobre o sistema imunoldgico
potencializando a imunidade inata e suprimindo a imunidade adaptativa, afetando
indiretamente a polarizacdo dos linfocitos T (Catorna et al., 2015) ja em linfocitos B, atua

inibindo a producéo de autoanticorpos (Arnson Y e al., 2007).

Ja esta bem estabelecido que a forma ativa da 25-hidroxivitamina, 1,25 (OH) 2D3
aumenta a atividade antimicrobiana de macrofagos e mondcitos, aumentando a producéo
de peptideo antimicrobiano de catelicidina (CAMP) e defensina 2(Gombart et al, 2005;
Wang et al, 2004), além de aumentar a atividade fagocitaria de macrofagos e células
dendritica contribuindo para a eliminacdo de patdgenos o que provavelmente contribui
para a tolerancia imunologica (Tokuda e Levy 1996; Xu H., et al., 1993).

Em situacOes de baixas concentracbes de 25-hidrovitamina-D o sistema imunolégico
favorece a sintese de células T autorreativas direcionadas contra tecidos do proprio
organismo e a producdo de interleucinas pro-inflamatérias como IL-4 e IL-5 IL-12,
Fator de Necrose Tumoral a (TNFa), (Cantorna et al.,2015) predispondo-0 a um risco
aumentado de desenvolver doencas autoimunes, como o diabetes melito tipo 1, artrite

reumatoide, esclerose multipla e doencas inflamatdrias intestinais (Bellan et al., 2020).

A 25-hidroxivitamina D é capaz de diminuir a expressdo de citocinas pré-inflamatorias
por mondcitos, como a Interleucina 6 (IL-6) e o Fator de necrose tumoral a (TNFa), que
fazem parte do meio inflamatério permitindo a ativacdo e proliferacdo de células Be T

atenuando a resposta inflamatoria. (Cantorna,2015).

Além disso, a 25- hidroxivitamina D também exerce efeito sobre as células T auxiliares
(Th) fazendo com o que o calcitriol impulsione a diferenciacdo de CD4 + Th, levando a
uma reducéo das citocinas antiflamatotorias Thl e Th17 ( Mills e McGuirk ,2004). Essas
citocinas sdo responsaveis por respostas inflamatorias intensas e exercem um papel
fundamental em diferentes doencas inflamatdrias cronica. Na ICV, inclusive,além de
respostas inflamatdrias exacerbadas, esse mecanismo temimportancia diretacom o

metabolismo dsseo (Barreto-de -Melo, 2017).

Adicionalmente, a 1,25 (OH) D3 induz a diferenciacdo de Treg, células CD4+
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envolvidas na manutencdo da tolerancia imunolégica, por aumentar a expressdo de
CTLA-4 e Foxp3, levando a um aumento de IL-10 e do fator de crescimento
transformador g1 (TGF-B1) (Catorna,1988) que promovem , também, acdes enddcrinas.
Além disso, a 1 25 (OH) D3 polariza os linfécitos T CD4 + em direcdo a um fenotipo
Th2 com suprarregulagdo de citocinas, como IL-4 e IL-5, mecanismos envolvidos no
balanco regulatério entre respostas de células T e na inflamacéo (Jeffery, 2012).

27



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar a relacdo entre os niveis de 25-hidroxivitamina d, atividade arilesterase e
polimorfismos L55M da PONL1 e quadro clinico em pacientes com imunodeficiéncia

comum variavel.

2.2 Especificos

o Genotipar o polimorfismo L55M,;

o Avaliar a atividade arilesterase;

. Dosar niveis de 25-hidroxivitamina D;

o Quantificar populacdes linfocitarias CD4+, CD8+, CD19+ , NK CD3
o Caracterizar quadro clinico;

. Analisar densitometria 6ssea.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DE ESTUDO E POPULACAO

Realizou-se um estudo transversal, em que foram analisados 48 pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel, havendo predominio de mulheres (60,40%) em
relacdo a homens (39,60%). A maioria dos individuos se autodeclarou como sendo de cor
branca (68,75%) e a média de idade foi 37,15 = 7,65 anos. As médias correspondentes ao
inicio dos sintomas e da idade ao diagndstico foram 15,92+10,15 anos e 24,04+9,24 anos,
respectivamente. A média do retardo diagndstico, caracterizadocomo o espaco de tempo
entre o inicio dos sintomas e o estabelecimento diagnostico f0i9,42+9,01 anos. O tempo
de doenca, definido como o periodo de tempo decorrido entre o inicio dos sintomas até a

idade do paciente a época do estudo foi 21,00 £9,78 anos (tabela 1).

No grupo controle foram avaliados 163 individuos saudaveis com predominio do sexo
masculino (62,57%) e média de idade de 36,0 £9,65 anos. Entre eles, 130 foramrecrutados
entre doadores de sangue, sendo 80 homens (61,54%) e 50 mulheres (38,46%) que
participaram do estudo através da genotipagem do polimorfismo da PON1-55LM,
avaliacdo do perfil lipidico e atividade arilesterase. Os dados referentes a estes individuos
foram coletados para estudos anteriores desenvolvidos na Disciplina de Imunologia
Clinica e Alergia e no Laboratorio de Genética e Hematologia Molecular (LIM 31) do
HC- FMUSP.

Os restantes 33 individuos-controle representados por 11 mulheres e 22 homens
também aceitaram participar voluntariamente do estudo e, além da genotipagemdo
polimorfismo da PON1-55LM, avaliacdo do perfil lipidico e atividade arilesterase,
realizaram também densitometria 0ssea para avaliacdo da presenca de osteoporose ou

osteopenia.

Os critérios para inclusdo no estudo foram idade de 18 a 50 anos e diagnostico de ICV,
conforme definido pela European Society for Immunodeficiencies (2006),determinado
pelos niveis séricos de 1gG e pelo menos um is6topo IgA e/ou IgM abaixo dos valores
normais para o grupo etario; isohemaglutininas ausentes ou baixa resposta a vacinagoes,

e excluséo de causas conhecidas de hipogamaglobulinemias primarias ou secundarias.

Foram excluidos os pacientes tabagistas, gestantes, portadores de malignidades nédo
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tratadas ou em tratamento, diabéticos, em uso continuo de glicocorticoides e
suplementacéo de 25-hidroxivitamina D.

3.2 EXAMES LABORATORIAIS

Hemograma completo, velocidade de hemossedimentacdo, transferrina, ferritina,
ferro, cobre, magnésio, calcio, sodio, cloro, potassio, vitamina B12, acido félico, glicemia
de jejum, &cido urico, colesterol total e fracGes, triglicerideos, proteinaC reativa,
horménio paratireoideano (PTH), albumina, IgG, IgA, IgM, IgE, contagem total de
linfocitos T CD3+, CD4+ CD8+, linfocitos B CD19+ e células NK CD3sanguineos.

Os exames de perfil lipidico serdo realizados na rotina do Servico de Bioguimica
Clinica da Divisdo de Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da FMUSP,
empregando-se um analisador automatico Modular Analytics P-800 (Roche/Hitachi) e
Kits compativeis (CHOL, HDL-C Plus e TG 2a geragdo) fornecidos pelo fabricante do
equipamento e os resultados, expressos em mg/dL.

O método empregado para as determinacfes de triglicérides, colesterol total, bem
como das fragbes HDL-colesterol e VLDL-colesterol serdo o enzimético colorimétrico
automatizado. Para a determina¢do da LDL-colesterol, o método utilizado sera o cinético
automatizado e para verificar as contagem total de linfécitos T CD3+, CD4+ CD8+,

linfécitos B CD19+ e células NK CD3sanguineos por citometria de fluxo.

Alguns exames referentes ao estado nutricional de vitaminas e minerais ndo foram
incluidos, visto que os pacientes rotineiramente sdo submetidos a reposic¢éo,assim

que o diagnostico é estabelecido.

Todas as avaliagdes ja eram realizadas de rotina, ocorrendo entre uma e quatro vezes
ao ano, sendo as coletas de sangue realizadas imediatamente antes da infusdo da
imunoglobulina humana. As metodologias apresentadas foram retiradas do manual de
exames do Laboratorio Central do HC-FMUSP.

As analises foram realizadas em diferentes laboratorios do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. O Exame de densidade mineral
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0ssea (DMO) foi realizado no Hospital das Clinicas - FMUSP em equipamento
computadorizado pelo método de absor¢éo de fotons de raios-x de dupla energia (DEXA).
Considerando-se os valores de T-score e Z-score . T-scores devem ser utilizados para
classificacdo diagnostica. T-score = 0: normal, T-score =1 osteopenia e T-score = 2:
osteoporose. WHO, (2003).

3.2.1 ANALISE DE 25-HIDROXIVITAMINA D

A coleta do sangue e a analise da 25-hidroxivitamina D também ¢é parte da rotina de
exames realizados no ambulatério de imunodeficiéncias primarias, sendo os testes
realizados no laboratério central da USP, pelo método imuno quimonescéncia sendo 0s
valores referendados como indices suficientes aqueles encontrados entre 30 e 60 ng/mL,
que confere a esses indices entre os valores acima citados para grupos de risco como
pacientes com osteomalacia, raquitismos, osteoporose, hiperparatireoidismo secundario,
doencas inflamatorias, doencas autoimunes (Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabologia, 2021).

3.2.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SORO/ PLASMA

Apbs aplicacdo e aceitacdo do termo de consentimento livre e esclarecido, foram
obtidos 5 ml de sangue com anticoagulante EDTA e 8 ml de sangue em tubo secodos

pacientes e individuos controles incluidos no estudo.

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram mantidas a 0°C (banho degelo) por
no maximo 60 minutos, posteriormente centrifugadas em 3.000 rpm por 5 minutos a 8°
e em seguida foram feitas aliquotas de soro e plasma (armazenados a —80°C até o
uso) para andlises de atividade enzimética como também para se obter apurificacdo

do DNA gendmico.
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3.2.3 OBTENCAO DE DNA GENOMICO A PARTIR DE CELULAS DE
SANGUE PERIFERICO

O DNA genémico foi realizado e posteriormente obtido pelo método de salting out
conforme descrito por Miller et al., 1998. Neste metodo, h4d remocdo de proteinas

celulares pela desidratacéo e precipitagdo com solucédo saturada de NaCl.

Utilizando-se uma pipeta de transferéncia, 500uL de leucdcitos foram colocados em
um tubo de 1,5 mL e foi acrescentado 750uL de tampéo de lise de sacarose (Tris-HCI
10mM, pH 7,5, sacarose 34mM, MgCI2 10mM, Triton X-100 1%). Procedeu-se entdo a
centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 segundos. Utilizando-se succ¢do por vacuo, 0
sobrenadante foi removido, restando no fundo do tubo apenas o pellet. Foi adicionado
entdo 1mL de tampdo de lise e realizado uma nova centrifugacao a 14.000 rpm por 30

segundos, com novo descarte de sobrenadante. O processo foi repetido mais uma vez.

Apbs o descarte do sobrenadante, foram adicionados 500uL de solugdo RCLB ao
pellet e procedeu-se a centrifugacdo, por 3 minutos, a 3.000 rpm. Ao final doprocesso, o

sobrenadante sera removido por sistema a vacuo.

A seqguir, foram adicionados ao pellet 500uL de solucdo TEN (Tris-HCI 10mM,
pH8,2, EDTA 2mM e NaCl 400mM), 5uL de SDS 10% e 3L de Proteinase K. a solucéo
foi homogeneizada brevemente por inverséo até que o pellet se desprendesse do fundo do

tubo. Procedeu-se entdo a incubacdo por uma hora a 56°C, em banho- maria.

Ap0s o periodo de incubacdo, foi adicionado 150uL de NaCl (5M). Apos agitacdo
vigorosa, a amostra foi centrifugada a 5.000 rpm durante 10 minutos.

O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um novo tubo de 1,5mL contendo

600uL de Isopropanol. A amostra entdo foi homogeneizada por inversao.

Sequencialmente, procedeu-se a centrifugacdo da amostra a 12.000 rpm por 10
minutos, a 4°C para a formacao de um pellet de DNA. O sobrenadante foi desprezado por
inversdo e adicionou-se 1mL de etanol 70%. Apds nova centrifugacdo a 5.000 rpm

durante 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado. Repetiu-se mais trés vezes.

Ao final da quarta repeticéo, o tubo contendo o pellet de DNA foi seco em SpeedVac,

durante 20 minutos. Ao final do processo de secagem do DNA, o mesmo foi reidratado
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com 100pL de solucéo TE (Tris-HCI 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM).

A quantificacdo do DNA obtido foi realizada por espectrofotometria utilizando- se o
equipamento NanoDrop (NANODROP, EUA).

3.24 GENOTIPAGEM PARA OS POLIMORFISMOS

A genotipagem foi feita pela técnica de analise do polimorfismo do tamanho do
fragmento de restricdo - RFLP que consiste em amplificar fragmentos especificos para
cada regido pesquisada, posteriormente digerida por enzimas de restricdo, essa estratégia
permite diferenciar os possiveis gendtipos para cada polimorfismo estudado.

3241 DETERMINACAO DOS POLIMORFISMOS L55M NO
GENE DA ENZIMA PARAOXONASE 1

As analises foram realizadas conforme Motti et al.2001. Para a digestdo dos produtos
da PCR-multiplex, foi utilizada a enzima de restricdo Hinf-1, que originam fragmentos

capazes de caracterizar o polimorfismo — PON1-L55M.

O processo de PCR seguiu as seguintes relacdes: em uma reacdo de 25uL de volume
utilizando Tris-HCI 10mM, KCI 50mM, pH 8,3, MgCI2 7mM, 600mM de cada
nucleotidio trifosfato, 0,16mM de primersforward e reverse de PON1-192 e PON1-55 e
0,3mM de primersforward e reverse PON2-311, 1ug de DNA genémico e 1U de Tag-
polimerase. A reacdo ocorreu da seguinte maneira: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos, 40
ciclos de 94°C por 1 minuto (denaturagéo), 61°C por 45 segundos (anelamento) e 72°C

por 45 segundos (extensdo), seguidos de 1 ciclo final de 72°C por 5 minutos.
As sequéncias de primers utilizados foram:
PON1-55F (5°—3’): GAG TGA TGT ATA GCC CCA GTT TC;PON1-55R
(5"—3°): AGT CCA TTA GGC AGT ATC TCCg;

Os produtos amplificados apresentaram 144pb. Realizou-se entdo a digestdo detais
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produtos, seguindo uma reacdo com 2 horas de duragdo, a 37°C constantes, com 2U de
enzima Hinf-1, preparadas em tampéo contendo Tris-HCI 10mM, pH 8,0, NaCl 60mM,
MgCI2 10mM e B-Mercaptoetanol ImM. Ao final da digestdo, os produtosfinais se
apresentavam da seguinte forma: se o fragmento contendo 144pb ndo sofreu digestéo pela
enzima, este foi determinado como sendo o alelo PON1-55M. Se a amostra possuia o
alelo PON1-55L, o resultado apresentado era o de uma banda de 122pb, resultante da

digestdo do DNA pela enzima de restricao.

3.25 ANALISE DA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ARILESTERASE DE PON1 SERICA

A atividade arilesterase da PON1 sera realizada conforme descrita por Lorentz et al.
1979 e modificada por Oliveira-Silva et al,1998. Para tanto, as aliquotas de soro serdo
diluidas 1:3 em tampéo Tris-CaCl2 contendo (4,45mM Tris e 0,47mMCaCl2). Em
seguida, serdo preparados 100mL de tampéo de reacdo de Tris-CaCl2 contendo 13pL de
fenilacetato (PhenylAcetate, 99%; Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA). Apls a
preparacdo do tampdo de reacdo, 5uL das aliquotas diluidas 1:3 serdo entdo adicionados
a 3.000uL de tampdo de reacdo contendo fenilacetato, para iniciar a analise. Esta sera
mensurada cineticamente durante 5 minutos, com intervalos de leitura de 30 segundos e
realizada a 270nm, utilizando-se um espectrofotdmetro DU®-70

SpectrophotometerBeckman, a temperatura de 25°C.

3251 CALCULO DA ATIVIDADE ARILESTERASE
Ativ. Arilestearase = Fator x AAbs/min x diluigdoFator = Vitr (ml) / € 270 x Va (ml)
X E (cm)

Vir = volume total da reacdo (3ml) Va = volume da amostra (0,005ml) E =
caminhooptico (1cm)

€ 270 do fenol = Coeficiente de absor¢do molar (1,310
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados descritivos estdo apresentados na forma de média e desvio padrdo (DP).
Desvio-padrdo, mediana e quartis) para as variaveis continuas. As variaveis categoricas

foram expressas em termos de porcentagens.

A comparacao dos grupos foi realizada por meio do teste-t para as variaveis que
seguem distribuicdo normal (teste de Anderson-Darling) e para as variaveis que nédo
seguem normalidade, foi utilizado do teste de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney para as
variaveis homogéneas (teste de Bartlett) e para as variaveis heterogéneas, teste deLevene
ou Brunner-Manzel. As compara¢Ges multiplas foram feitas pelos testes paramétricos e
ndo paramétricos de Tukey O teste de Log- Rank foi utilizado para medira significancia

da distancia entre 0s grupos.

Para estabelecer um ponto de corte na variavel Ariesterase, foi utilizada a técnica de
Lausen, que estima um ponto de corte maximizando a estatistica de Log- Rank.Estatistical
package for social sciences (SPSS) version 18.0 (IBM Corp.; Armonk,NY, USA). Data

were expressed as meanzstandard deviation.

A fim de verificar se diferentes grupos tém a mesma proporcao de individuos, com
determinada caracteristica, ou se existe associacdo entre duas variaveis, utilizou-se o teste
Qui-quadrado. A partir deste, € verificada se a igualdade entre as proporcbes é
estatisticamente significativa. Entretanto, em alguns casos, 0S pressupostos necessarios
para a aplicacdo do teste ndo foram atendidos, implicando na utilizacdo do teste exato
de Fisher, podendo-se interpretar da mesma forma.

Os resultados foram apresentados em numeros absolutos e percentis para a descricao
da populagéo estudada. Os demais dados de acordo com a média * erro padrdo da média
(EPM). As diferencas observadas durante a analise foram consideradasestatisticamente
significativas quando a probabilidade encontrada foi menor que 0,05 (5%).
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5 ETICAEM PESQUISA

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para analise. Para participacdo no estudo, foi solicitado aos
individuos participantes que preenchessem e assinassem o termo deconsentimento livre
e esclarecido (TCLE). O projeto esta sendo conduzido conforme as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos presentes na Resolugéo

466/2012 do Conselho Nacional de Saude.
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6 RESULTADOS

6.1 DADOS DEMOGRAFICOS

Foram analisados 48 pacientes com imunodeficiéncia comum variavel, havendo
predominio de mulheres (60,40%) em relacdo a homens (39,60%). A maioria dos
individuos se autodeclarou como sendo de cor branca (68,75%) e a média de idade foi
37,15 + 7,65 anos. As médias correspondentes ao inicio dos sintomas e da idade ao
diagnostico foram 15,92+10,15 anos e 24,04+9,24 anos, respectivamente. A média do
retardo diagndstico, caracterizado como o espaco de tempo entre o inicio dos sintomas e
0 estabelecimento diagnostico foi 9,42+9,01 anos. O tempo de doenca, definido como o
periodo de tempo decorrido entre o inicio dos sintomas até a idade do paciente & época
do estudo foi 21,00 +9,78 anos (tabela 1).

No grupo controle foram avaliados 163 individuos saudaveis com predominio do sexo
masculino (62,57%) e média de idade de 36,0 £9,65 anos. Entre eles, 130 foram
recrutados entre doadores de sangue, sendo 80 homens (61,54%) e 50 mulheres (38,46%)
que participaram do estudo através da genotipagem do polimorfismo da PON1-55LM,
avaliacdo do perfil lipidico e atividade arilesterase. Os dados referentes a estes individuos
foram coletados durante estudos anteriores desenvolvidos na Disciplinade Imunologia
Clinica e Alergia e no Laboratdrio de Genética e Hematologia Molecular(LIM 31) do
HC- FMUSP.

Os restantes 33 individuos-controle representados por 11 mulheres e 22 homens
também aceitaram participar voluntariamente do estudo e, além da genotipagem do
polimorfismo da PON1-55LM, avaliacdo do perfil lipidico e atividade arilesterase,
realizaram também densitometria 0ssea para avaliacdo da presenca de osteoporose ou

osteopenia.

Houve predominio do sexo feminino no grupo de pacientes com ICV (60,40%) e de
homens no grupo-controle (62,57%), sendo que a média de idade foi similar nos dois

grupos (37,15+7,65 anos e 36,0 £9,65 anos, respectivamente).
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas de pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

Dados Gerais Pacientes ICV (n=48) Controles (n=163)
Femininos 60,40 % (29) 37,43% (61)
Masculinos 39,60% (19) 62,57% (102)
Cor autodeclarada

Brancos 68,75 % (33)

Pardos 22,91 % (11)

Negros 6,25 % (3)

Amarelos 2,09 % (1)

Média + DP Média + DP
Idade 37,15+7,65 36,0 +9,65
Inicio dos sintomas 15,92+10,15
Idade ao diagndstico 24,0419,24
Retardo diagnéstico 9,42+9,01
Tempo de doenga 21,00 £9,78
6.2 PERFIL LIPIDICO DOS PACIENTES COM

IMUNODEFICIENCIACOMUM VARIAVEL

A avaliacdo do perfil lipidico demonstrou auséncia de dislipidemia no grupo de
pacientes com ICV tomando-se como parametros os valores de referéncia estabelecidos
por Parra em 2010: colesterol total acima de 196mg/dL, HDL menor do que 40mg/dL e

LDL acima de 116mg/dL (Parra et al., 2010) (tabela 2).

Tabela 2 : Perfil lipidico dos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

Pacientes (48) HDL LDL Colesterol Triglicérides VLDL
Média tDP 45,06+24,51 98,00+33,06 161,17+43,21 111,88+61 23,85+21,14
Minimo 3,01 75,5 135,5 75,00 13,5
Mediana 41,5 97,0 160,5 106,00 19,5
Maximo 52,0 121,0 189,5 134,5 25,5
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6.3 FREQUENCIA DOS GENOTIPOS E DOS ALELOS DO

POLIMORFISMODAPON1-L55M

Na tabela 3 estdo demonstradas as frequéncias dos geno6tipos 55LL, 55LM e 55MM e

as frequéncias alélicas 55L e 55M da PON1-L55Mnos grupos de pacientes e de controles
saudaveis. Os gendtipos foram identificados em 44 dos 48 pacientes recrutados para o
estudo; nos quatro pacientes restantes 0s genétipos ndo foram identificados,

provavelmente devido a presenca de mutacGes alélicas outras que ndo foram analisadas

neste estudo.

Tabela 3. Frequéncia dos genoétipos e dos alelos do polimorfismo PON1-L55M em pacientes com

imunodeficiéncia comum variavel e controles sdos

PON1-L55M Pacientes ICV (n=48)
Genatipos
55MM 25,00% (11/44)
55LM 31,82% (14/44)
55LL 43,18% (19/44)
N3o detectado 8,33% (4)
Alelos
55L 59,09% (52)
55M 40,90% (36)

Controles (n=163)

14,11% (23/163)
38,65% (63/163)

47,23% (77/163)

66,56% (217)

33,43% (109)

As frequéncias alélicas de cada grupo foram determinadas contando-se 0 nimero

de vezes que o alelo L (52 vezes) ou o alelo M (36 vezes) foram detectados, dividido

pelo nimero total de copias do gene (88 copias).
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6.4 DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO
PON1-L55M EM RELACAO AOS DADOS DEMOGRAFICOS DE

PACIENTES COM IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Tabela 4: Distribui¢do dos genétipos do polimorfismo PON1-L55M em relagdo aos dados demograficos de
pacientescom imunodeficiéncia comum variavel

LL (n=19) LM (n=14) MM (n=11)
F (n=26) 11 (42,3%) 8(30,8%) 7(26,9%)
M (n=18) 8 (44,5%) 6 (33,3%) 4 (22,2%)
Idade 37,05+7,07 36,14+7,49 36,91+8,90
Inicio dos sintomas 17,47+10,66 10,43+10,0* 18,82+7,99
Idade ao diagndstico 24,79+7,74 22,36%11,30 24,55+8,99
Retardo diagnéstico 8,74+6,97 12,86+12,59 7,73+7,57
Tempo de doenga 18,8449,01 25,86+11,77 18,09+7,94

Total de pacientes caracterizados genotipicamente: 44. * p=0,04

Conforme pode ser observado na tabela 4, os pacientes portadores do gendtipo
55LM apresentaram inicio mais precoce dos sintomas caracteristicos da
imunodeficiéncia comum variavel em relacdo aos pacientes 55LL e 55MM
(p=0,04). Por outro lado, ndo houve diferenca em relacdo a distribuicdo dos
gendtipos quanto ao género (p=0,990), média de idade atual (p=0,967), idade ao
diagndstico (p=0,696), retardo no diagnostico (p=0,662) e tempo de doenga

(p=0,129).



6.5 RELACAO ENTRE OS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO PON1-

L55M E PARAMETROS CLINICOS

Varios pardmetros clinicos caracteristicamente associados a imunodeficiéncia comum
variavel foram identificados no grupo de pacientes e analisados quanto a uma possivel

associagao com os diferentes genotipos do polimorfismo PON1-L55M.

A distribuicdo dos gendtipos 55LL, 55LM e 55MM esta descrita em relacdo as doencas
de vias aéreas (tabela 5), doencas dsseas e gastrointestinais (tabela 6) e linfonodomegalia,
esplenomegalia, hepatomegalia, hipertensdo portal, doencasautoimunes, asma e rinite

(tabela 7).

Conforme pode ser observado, ndo houve associacBes entre os genétipos do
polimorfismo PON1-L55M e as diferentes manifestacGes de vias aéreas (tabela 5),
presenca de doenca 6ssea (incluindo osteopenia e osteoporose), diarreia ou gastrite (tabela
6), esplenomegalia, hepatomegalia, hipertensdo portal, autoimunidade, asma ou rinite
(tabela 7). No entanto, cabe ressaltar que a presenca de doenca Ossea foi elevada
considerando-se os 48 pacientes incluidos neste estudo (20 pacientes correspondendo a
41,6%), entre 0s quais a maioria com osteopenia (13 pacientes correspondendo a 65,0%)

e 0s demais com osteoporose (7 pacientes correspondendo a 35,0%).

Por outro lado, foi detectada associagdo entre os genotipos 55MM e menor frequéncia
de doencas intestinais (p=0,038) como apontado na tabela 6 e associacdo entre os
gendtipos 55LL e maior incidéncia de linfonomegalia (p=0,004) conforme demonstrado

na tabela 7.
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Tabela 5: Distribuigdo dos gendtipos do polimorfismo PON1 L55M e doengas de vias aéreas nos pacientes com

imunodeficiéncia comum variavel

Doenga

Vias Aéreas
p=0,334

Pneumonia
p=0,910

Bronquiectasia
p=0,884

Atelectasia
p=0,791

L55M

55LL

55LM

55MM

55LL

55LM

55MM

55LL

55LM

55MM

55LL

55LM

55MM

Sim (%)
44,2%
30,2%
25,6%
43,6%
30,8%
25,6%
46,2%
30,8%
23,1%
35,7%
35,7%

28,6%

Doenga

DPOC
p=0,334

Sinusites
p=0,868

Otites
p=0,094

Tonsilites
p=0,153

L55M

55LL

55LM

55MM

55LL

55LM

55MM

55LL

55LM

55 MM

55LL

55LM

55MM

sim (%)
50,0%
50,0%
0,0%
41,2%
32,4%
26,5%
50%
50%
0,0%
42,9%
31,8%

25,0%

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 44; LL: 19; LM:14; MM:11
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6.6 DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO
PON1-L55M EM DOENCAS C')SSEAS E GASTROINTESTINAIS NOS
PACIENTES COM IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Tabela 6: Distribui¢cdo dos gendtipos do polimorfismo PON1-L55M em doengas dsseas e gastrointestinais nos
pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

Doenga L55M Sim (%) Doenga L55M Sim (%)
Doencga dssea 55LL 44,2% Intestinal* 55LL 46,9%
p=0,612 p=0,038
55LM 30,2% 55LM 37,5%
55MM 25,6% 55MM *15,6%
Osteopenia 55LL 46,2% Diarreia 55LL 37,9%
p=0,457
55LM 30,8% 55LM 37,9%
55MM 23,1% 55MM 24,1%
Osteoporose 55LL 28,6% Gastrite 55LL 42,9%
p=0,977
55LM 57,1% 55LM 31,4%
55MM 14,3% 55MM 46,9%

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 44; LL: 19; LM:14; MM:11

6.7 DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO L55M DA
PON- 1 EM DIVERSAS  MANIFESTACOES  CLINICAS NA
IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Tabela 7. Distribui¢do dos gendtipos do polimorfismo L55M da PON- 1 em diversas manifestagoes clinicas na
imunodeficiéncia comum varidvel

Doenga L55M Sim Doenca L55M Sim

55LL* 83,30% 55LL 50,00%

Linfonodomegalia * 55LM 8,30% Autoimune 55LM 16,70%

p=0,004 55MM 8,30% p=0,401 55MM 33,30%
55LL 47,40% 55LL 33,30%

Esplenomegalia 55LM 36,80% Asma 55LM 38,90%

p=0,464 55MM 15,80% p=0,533 55MM 27,80%
55LL 50,00% 55LL 40,00%

Hepatomegalia 55LM 28,60% Rinite 55LM 30,00%

p=0,821 55MM 21,40% p=0,532 55MM 30,00%
55LL 40,00%

Hipertensdo portal 55LM 40,00%

p=0,806 55MM 20,00%

Valores de pacientes éstudados em'cada grupo: Total:-44; LL: 19; LM:14; -MM:ll



6.8 POLIMORFISMO L55M- PON-1 E PERFIL LIPIDICO DOS
PACIENTESCOM IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Na tabela 8 pode-se observar que ndo houve associacdo entre 0s genotipos 55LL,
55LMe 55MM e os niveis de colesterol (p=0,551), HDL (p=0.097), LDL (p=0,550),

triglicérides (p=0,557), VLDL (p=0,987) e APO-1 (p=0,192).

Tabela 8 : Polimorfismo PON1-L55M e perfil lipidico nos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

Colesterol HDL LDL Triglicérides VLDL APO-1
L55M
LL 166,89+35,33  46,42+13,27 100,58+26,94 96,26+39,32  21,16+11,18 115,68+24,90
LM 154,79+42,55  36,29+10,52 96,14+31,28  123,71+77,32  19,93%+7,67  121,93+30,22
MM 165,00+£53,75  55,64+44,67 97,09+45,58 118,27+76,96 34,09+ 129,36+26,00
40,51

P=0,551 P=0,097 P=0,550 P=0,557 P=0,987 P=0,192

\/alores de pacientes eétudados em cadargrupo: Total: 44 LL: 19 LM:14 MM:171

6.9 RELACAO ENTRE OS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO PON-1

L55M EPARAMETROS LABORATORIAIS

Diversos parametros laboratoriais foram analisados quanto a uma possivel associacéo

com os diferentes gen6tipos do polimorfismo PON1-L55M.

Os dados apresentados na tabela 9 demonstram associacdo apenas entre 0 genotipo
55LL e niveis séricos mais elevados de vitamina D (p=0,04) em relacdo aos demais

gendtipos. Nao houve associacdo entre os genotipos 55LL, 55LM e 55MM e atividade
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arilesterase (p=0,559) e niveis séricos de PTH (p=0,467), célcio (p=0,593),

fésforo(p=0,300) e magnésio (p=0,390).

Tabela 9: Relagdo entre o polimorfismo PON1-L55M, atividade arilesterase e parametros laboratoriais nos
pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

L55M Arilesterase Vitamina D PTH Calcio Fosforo Magnésio

LL 90,47+17,60 28,26+10,16* 44,63+18,81 9,13+0,44 3,52+0,84 2,3510,62

LM 99,29+33,00 21,09+10,67 50,86+19,01 9,12+0,61 3,59+0,81 2,18+0,54

MM 86,18+33,04 21,40+ 6,59 47,27+10,59 9,0010,43 2,9941,09 2,10+0,56
p=0,559 *p=0,04 p=0,467 p=0,593 p=0,300 p=0,390

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 44; LL: 19; LM:14; MM:11. Valores de referéncia: vitamina D: > 30 ng/mL;
PTH: 12 a 65 pg/mL; Célcio total: 8,5-10,2 mg/dL; Fésforo: 2,5-4,5 mg/dL; Magnésio: 1,7-2,6 mg/dL

6.9.1 QUANTIFICACAO DAS POPULACOES DE LINFOCITOS DE
ACORDO COM 0OS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO PON1-L55M EM

PACIENTES COM IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Na tabela 10 estdo descritos os valores das populagdes de linfocitos CD3+, CD4+,
CD8+, CD19+ e NK do sangue periférico observados nos grupos de pacientes portadores
dos gendtipos 55LL, 55LM ou 55MM. Foi detectada associacdo entre o genotipo 55MM
e valores mais elevados de linfocitos CD3+ (p= 0,015) e linfécitos CD8+ (p=0,034) em

comparagao aos gendtipos 55LL e 55LM.
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Tabela 10 : Valores das populagées linfocitarias em relagdo aos genétipos do polimorfismo L55M PON-1 nos
pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

L55M cD3* cb4* cps* cD4/CD8 CcD19* NK
LL 1320,89 616,42 680,47 0,96+028 128,26 187,79
+501,19 +284,12 +302,45 +75,02 +125,43
LM 1559,36 745,93 768,211 1,17+0,78 176,36 195,07
+521,68 +314,78 +389,15 +120,34 +82,00
MM 1909,09* 802,45 1012,27* 0,79 215,27 193,73
+513,37 +298,22 +379,63 +0,27 +172,03 +86,99
p=0,015 p=0,094 p=0,034 p=0,268 p=0,767

p=0,369

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 44; LL: 19; LM:14; MM:11. Valores de referéncia: CD3+:605-2460
cel/mm3;
CD4+: 493-1666 cel/mm3; CD8+: 224-1112 cel/mm3; CD19+:72-520 cel/mm3; NK : 73-654 cel/mm3

6.9.2 RELACAO ENTRE OS NIVEIS SERICOS DE VITAMINAD E

PARAMETROS CLINICOS

Os varios parametros clinicos observados nos pacientes com imunodeficiéncia comum
varidvel também foram analisados quanto a uma possivel associagdo com 0s niveis
séricos de vitamina D, que foram analisados separadamente em duas categorias: até 30

mg/dL e acima de 30 mg/dL.

A maioria dos participantes do grupo de estudo (n=35 correspondendo a 72,91%)
apresentou niveis séricos de vitamina D abaixo de 30 mg/dL e sua distribui¢do foi 62,85%

(n=22) no género feminino e 37,14% (n=13) no género masculino.

Por outro lado, niveis de vitamina D acima de 30 mg/dL foram encontrados em apenas
13 pacientes do grupo de estudo (27,08%), sendo 7 mulheres (53,8%) e 6 homens
(46,15%). Né&o houve diferenca quanto a distribuicdo de niveis de vitamina D até 30

mg/dL ou acima deste valor de acordo com o género dos pacientes (p=0,551).
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Os niveis séricos de vitamina D estdo demonstrados em relagdo as doengas de vias
aéreas (tabela 11), doencas Osseas e gastrointestinais (tabela 12) e linfonodomegalia,
esplenomegalia, hepatomegalia, hipertensdo portal, doencas autoimunes, asma e rinite

(tabela 13).

Foi observada associacao entre os niveis de vitamina D acima de 30 mg/dLe menor

frequéncia de atelectasias pulmonares (p=0,021) conforme pode ser visto na tabela 11.

Né&o foi encontrada associacdo entre os niveis de vitamina D até 30 mg/dL ou acima
deste valor quando foram analisados todos os demais parametros clinicos descritos na

tabela 11, tabela 12 e tabela 13.

Tabela 11 : Frequéncia de doengas de vias aéreas distribuidas segundo as categorias de vitamina D nos
pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

Doenga Vitamina D (Sim%) Doenga Vitamina D Sim (%)
<30 (35) 97,1% (34) <30 (35) 2,9% (1)
Vias Aéreas
>30 (13) 100,0% (13) DPOC >30 (13) 7,7% (1)
p=0,538
p=0,456
Total (48) 97,9 (47) Total (48) 4,2% (2)
<30 (35) 91,4% (32) <30 (35) 85,7% (30)
Pneumonia Sinusites
>30(13) 84,6 % (11) >30 (13) 71,5% (8)
p=0,492 p=0,067
Total (48) 89.6 % (43) Total (48) 79,2% (38)
<30 (35) 62,9% (22) <30 (35) 22,9 %(8)
Bronquiectasia X
>30 (13) 46,2 % (6) Otites >30 (13) 23,1% (3)
p=0,297 p=0,987
Total (48) 58,3%(28) Total (48) 22,9 % (11)
<30 (35) 42,9% (15) <30 (35) 11,4 % (4)
Atelectasia* Tonsilites
>30 (13) 7,7% (1) >30 (13) 23,1% (3)
p=0,022 p=0,310
Total (48) 33,3%(16) Total (48) 14,6 % (7)

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 48; Até 30: 35 Maior que 30: 13
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Tabela 12: Frequéncias de doenga dssea e de manifestagGes gastrointestinais
categorias de vitamina D nos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

distribuidas segundo as

Doenga Vitamina Sim (%)
<30 (35) 45,71% (16)
Doenga 6ssea
>30 (13) 53,84% (7)
p=0,855

Total (48) 47,91(23)

<30 (35) 28,6% (10)

Osteopenia >30(13) 30,8% (4)
Total (48) 29,2% (14)

<30 (35) 17,1% (6)

Osteoporose >30 (13) 23,1% (3)

Total (48) 18,8% (9)

Doenga

Intestinal

p=0,245

Diarreia
p=0,788

Gastrite
p=0,640

Vitamina D
<30 (34)
>30 (13)
Total (47)
<30 (35)
>30 (13)
Total (48)
<30 (35)
>30 (13)

Total (48)

Sim (%)
67,6% (23)
84,6%(11)
72,3% (34)
65,7%(23)
61,5% (8)
24,1% (31)
82,9% (29)
76,9%(10)

81,3% (39)

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 48; Até 30: 35 Maior que 30: 13 * p>0,05

Tabela 13: Frequéncia de comorbidades distribuidas segundo as categorias de vitamina D nos pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel

Doenga Vitamina D Sim (%) Doenga Vitamina Sim (%)
D
<30 (35) 22,9% (8) <30 (35) 31,4%
(11)
Linfonodomegalia >30 (13) 46,2% (6) Autoimune >30 (13) 15,4% (2)
p=0,115 p=0,266
Total (48) 29,2% Total (48) 27,1%
(14) (13)
<30 (35) 37,1% <30 (35) 42,9%
(13) (15)
Esplenomegalia >30 (13) 37,1% (7) Asma <30 (35) 38,5% (5)
p=0,297 p=0,784
Total (48) 41,7% Total (48) 41,7%
(20) (20)
<30 (35) 34,3% <30 (35) 71,4%
(12) (25)
Hepatomegalia >30 (13) 23,1% (3) Rinite >30 (13) 53,8% (7)
p=0,457 p=0,251
Total (48) 31,3% Total (48) 66,7%
(15) (32)
<30 (35) 22,9% (8)
Hipertensdo portal >30 (13) 23,1% (3)
p=0,987
Total (48) 22,9%
(11)

Valores de pacientes estudados em cada grupo: Total: 48; Até 30: 35 Maior que 30: 13

48



6.9.3 RELACAO ENTRE OS NIVEIS SERICOS DE VITAMINAD E

PARAMETROS LABORATORIAIS

Foi observada associacdo entre o gen6tipo 55LL e niveis séricos mais elevados de
vitamina D (p=0,04) em relacdo aos demais (tabela 9) e correlacdo negativa entre os niveis
séricos de vitamina D e PTH (0,019) (anexo 10). Nao houve correlagdo com os demais
parametros laboratoriais analisados: perfil lipidico (anexo 9), atividade arilesterase
(p=0,264), niveis séricos de célcio (p=0,659), fosforo (p=0,535), magnésio (p=0,598)

(anexo 10) e populacdes linfocitéarias (anexo 11).

6.9.4 ATIVIDADE ARILESTERASE DE PON 1

A média da atividade arilesterase nos pacientes com ICV foi de 93,25 + 26,83 U/L e a
mediana de 90,05 U/L com valor maximo de 203,00 U/L e valor minimo de 45,00 U/L.
Em controles sdos, a média foi 94,80 + 25,52 U/L e com mediana de 92,5 U/L, valor

méaximo de 201,00 U/L e minimo de 13 U/L.

Houve correlacgdo positiva entre niveis de arilesterase e de colesterol total (p=0,047) e
LDL (p=0,029) conforme apontado no anexo 6. N&o foi observada correlagdo com os
demais parametros laboratoriais analisados: genétipos do polimorfismo L55M (Tabela
9), niveis séricos de vitamina D (p=0,264), calcio (p=0,983), fosforo (p=0,307), magnésio

(p=0,451) (anexo 7) e populages linfocitarias (anexo 8).
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7 DISCUSSAO

A imunodeficiéncia deficiéncia comum variavel (ICV) é a deficiéncia imunoldgica
primaria sintomatica mais frequente em adultos. A maioria dos pacientes sofre infeccdes
recorrentes causadas por falha da producéo ou resposta pobre de anticorpos. Uma parcela
significativa de pacientes com ICV também estd sob o risco aumentado de doengas
autoimunes ou inflamatdrias e, em menor propor¢édo, neoplasias (Cunningham-Rundles e
Bodian, 1999; Ameratunga, 2018).

Essas doencas sdo parcialmente decorrentes do desequilibrio do estado redox que
aumenta o stress oxidativo; este, por sua vez, pode alterar a resposta imune
desencadeando modificagOes celulares e comprometimento tecidual (Rahal et al., 2014).
Nesse contexto, o conhecimento dos possiveis mecanismos envolvidos no controle do
stress oxidativo torna-se fundamental para a prevencdo das doencas infecciosas,
autoimunes, inflamatorias e neoplasias. Entre esses, incluem-se as paraoxonases e a
vitamina D (Cantorna, 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar se 0s niveis séricos de 25-hidroxivitamina-D
estariam relacionados a atividade arilesterase dos polimorfismos PON1-L55M, aos
valores de populagdes linfocitarias do sangue periférico e as principais manifestaces

clinicas da imunodeficiéncia comum variavel.

Para tanto, foi realizada a investigacdo dos pacientes quanto a presenca de infeccdes,
doencas autoimunes, doencas inflamatdrias, doenca 6ssea (osteopenia e osteoporose),
asma e rinite. A seguir, foi coletado sangue para a genotipagemdos polimorfismos PON1-
L55M e avaliacdo da atividade arilesterase da PON1, populagdes linfocitarias (CD3+,
CD4+, CD8+, CD19+ e NK), perfil lipidico, niveis séricos de vitamina D, calcio, fosforo
e magnésio. Foram analisados exames de imagem realizadosde rotina para ICV (CT de
torax e abddémen) e densitometria 6ssea. Finalmente, foi realizada a comparacao entre 0s

dados clinicos e laboratoriais.

A maioria dos participantes do estudo se autodeclarou como de cor branca, o que esta
de acordo com os estudos encontrados na literatura que descrevem predominio de

caucasianos na ICV (Cunningham-Rundles e Bodian, 1999). Neste trabalho, trés
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pacientes apresentavam pele de cor negra e apenas um tinha etnia oriental.

Com relacdo ao sexo, o0 predominio do género feminino no grupo de pacientes com
ICV foi atribuido ao fato das mulheres terem demonstrado maior predisposicdo a
participagdo no projeto e maior aderéncia a todas as etapas do mesmo. A média de idade
foi 37,5 anos, o que esté de acordo com o critério de inclusdo de individuos até noméximo

50 anos.

No grupo controle houve predominio de homens, justificado pelo fato dos voluntarios
terem sido recrutados entre doadores de sangue ou em uma empresa deperfil
predominantemente masculino. Quanto a média de idade, foi similar entre pacientes e
controles sadios e estd de acordo com a grande maioria dos casos de ICV, onde o
diagnostico é estabelecido entre a terceira e a quarta décadas de vida (Cunningham-
Rundles e Bodian, 1999; Cunningham-Rundles, 2012).

A média do retardo diagndstico, definido como o espaco de tempo entre o inicio dos
sintomas e o estabelecimento diagndstico foi de aproximadamente 9 anos e 6 meses, 0
que estd em consonancia com a literatura, na qual atualmente sdo referidos periodos que
variam de 6 a 10 anos (Cunningham-Rundles, 2012). Este retardo pode serexplicado pela
ampla heterogeneidade clinica da ICV, agravada pela presenca de numerosas
comorbidades em adultos e desconhecimento da doenca por profissionais de outras
especialidades médicas que ainda tém o falso conceito de que as imunodeficiéncias
primarias tém apresentacdo inicial quase que exclusivamente emcrian¢as (Cunningham-
Rundles, 2012).

A média do tempo de doenca, correspondendo ao periodo decorrido entre o inicio dos
sintomas até a idade do paciente a época do estudo, foi 21 anos (tabela 1) e,ao lado do
retardo diagndstico, pode estar associado a gravidade da ICV, a presenca de numerosas
comorbidades e ao comprometimento da qualidade de vida (Cunningham- Rundles e
Bodian, 1999; Cunningham-Rundles, 2012).

Nossos resultados referentes as frequéncias dos gendtipos e dos alelos dos
polimorfismos PON1-L55M em pacientes e controles saudaveis estdo demonstrados na
tabela 3. N&o foi observada diferenca nas frequéncias dos gendtipos e dos alelos no grupo
de pacientes ICV em relagdo ao grupo controle. Em quatro pacientes os genotipos da PON

1 ndo foram identificados e provavelmente isso foi devido & presenca de mutacgdes alélicas
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ndo contempladas neste estudo.

Conforme pode ser observado na tabela 4, ndo houve diferenca em relacdo a
distribuicdo dos genotipos quanto ao género, média de idade atual, idade ao diagnostico,
retardo no diagnostico e tempo de doenca. Por outro lado, os pacientes portadores do
genotipo 55LM apresentaram inicio mais precoce dos sintomas caracteristicos da ICV em
relacdo aos pacientes 55LL e 55MM. Uma provavel explicacdo para isso é que 0s
portadores do genotipo 55LM apresentem manifestacbes menos graves da ICV, uma
vez que mesmo tendo inicio mais precoce dos sintomas, apresentam o0 mesmo tempo de

doenca que os pacientes portadores dos genétipos 55LL e 55 MM.

Esta hipdtese encontra um respaldo fortissimo atraves da analise do nimero de 6bitos
de nossos pacientes com ICV que ja foram tipados para os polimorfismos L55M da PON-
1 ao longo dos ultimos 10 anos (Sini et al., 2014; Sini, 2017) e durante o estudoatual. Em
seu total, foram submetidos a genotipagem 118 pacientes assim distribuidos: 55MM =
36; LM = 36; LL =39; ndo determinados = 7. Entre os pacientes com genotipos
conhecidos houve 24 6bitos no periodo analisado, entre os quais 16 (66,66%) eram
portadores do gendtipo MM (8 mulheres e 8 homens) e 8 (33,33%) apresentavamo
gendtipo LL (6 homens e 4 mulheres). E importante ressaltar que ndo houve mortes até
0 momento entre pacientes conhecidos com o genétipo 55LM (dados nao divulgadosem

fase de publicag&o).

Entre esses 6bitos, contabilizamos quatro em participantes masculinos do estudo atual
nos Gltimos 15 meses: dois pacientes portadores do gen6tipo 55MM (um deles por morte
stbita e outro por linfoma do sistema nervoso central recém- diagnosticado) e dois em

portadores do gendtipo 55LL (um deles por morte subita e outro por covid-19).

Hé& evidéncias em estudos anteriores de nosso grupo de que pacientes com o gendtipo
MM sejam mais graves devido a auséncia do alelo L, que parece ter papel protetor (Sini
et al., 2014; Sini, 2017). No entanto, isso ndo esclarece porque os portadores do genotipo
LM apresentam uma evolucdo menos grave da doenga, sendo possivel que outras enzimas

anti-oxidativas estejam envolvidas.

A PONL1 é altamente polimdrfica sendo um dos polimorfismos maisimportantes o da
posicdo 55, onde ha troca de uma leucina por uma metionina (PON1 - L55M) (Precourt

et al., 2011). Este polimorfismo estd associado a modulagéo da estabilidade enzimatica
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e sua funcdo de hidrolise. Entre os alelos, hé evidéncias de queo 55L esteja ligado a
maior estabilidade e atividade enzimética (Precourt et al., 2011).

Os polimorfismos L55M da PON-1 associam-se a inimeras condi¢Bes patolégicas
(Goswami et al., 2009; Hussein et al., 2011; Rajkovi¢ et al., 2011). Alguns estudos
demonstraram a relevancia dos polimorfismos L55M da PON-1 em doengas autoimunes,
cancer de mama, cancer de rim e linfomas (De Roos et al., 2006, Hussein etal., 2011,
Mackness e Mackness, 2015; Tanhapour, 2019; Saadat, 2012).

A PONL1 ¢é uma glicoproteina com propriedades anti-aterogénicas e antioxidantes e
estd fortemente ligada ao HDL (Hussein et al., 2011), além de possuir atividades de
lactonase e arilesterase (Aviram, 1998). Esta Gltima atividade € responsavel pela hidrélise

de lipidios oxidados de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Aviram, 1998).

Em nosso estudo, a média da atividade arilesterase nos pacientes com ICV foram
similares aquelas encontradas nos controles séos, ndo sendo observada diferenca entre 0s
genotipos do polimorfismo L55M (Tabela 9). Houve correlagdo positiva entre niveis de

arilesterase e de colesterol total e LDL, conforme apontado no anexo 6.

Precourt e colaboradores descreveram menores valores de atividade arilesteraseem
individuos com o genétipo 55MM (Precourt et al., 2011). Recentemente, Meisingere
colaboradores evidenciaram que niveis muito elevados de inflamacdo podem estar
associados a uma atividade arilesterase diminuida (Meisinger et al. 2021). Também foi
demonstrada relacéo entre atividade arilesterase reduzida e os genétipos do polimorfismo
L55M da PON-1 em pacientes com doengas autoimunes (Tanhapour, 2019).

Entretanto, nossos resultados ndo estdo de acordo com os relatos acima, uma vez que
tanto a atividade arilesterase como a frequéncia elevada de processos infecciosos e
doencgas autoimunes, intrinsecamente associados a atividade inflamatoria, nao diferiram
entre 0s genotipos do polimorfismo L55M. Uma possivel explicacdo baseia-se no relato
recente de que a atividade arilesterase da PON-1 é mais elevada nas frages HDL3 do que
HDL2, independente do polimorfismo Q192R e/ou LM55 (Valencia et al., 2021),

enguanto em nosso estudo analisamos apenas o0 HDL total.

Também ndo observamos associacdo entre os gendétipos 55LL, 55LM e 55MM e o0s
niveis de colesterol total, HDL, LDL, triglicérides, VLDL e ApoA-1, confirmando estudo

anterior realizado por nosso grupo (Sini et al., 2014); isto nos permite aventar a hipotese
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de que talvez este seja um padrdo relacionado a propria ICV e/ou ao seu tratamento

padrdo-ouro que constitui a infusdo mensal de imunoglobulina humana em altas doses.

A PONL esté presente no soro associada a apoA-1, que é integrante das lipoproteinas
de alta densidade (HDL). Adicionalmente, essa enzima também € capaz deproteger contra
modificacOes oxidativas tanto de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) quanto de alta
densidade (HDL) (Aviram et al., 1998; Aviram et al.,2013).

N&o observamos associacdo entre ApoA-1 e o0s demais parametros analisados;
contudo, o que pode justificar parcialmente a auséncia de associacéo entre a ligacdo da
PON1 com HDL, mais estritamente com a ApoA-I, é que esta constitui um pré-requisito
para a estabilidade da atividade sérica da enzima, ndo sendo por outro lado necesséria
para a secrecdo e ligacdo da PON1 ao HDL, uma vez que também pode estar ligada a
ApoA-I11, ApoE e ApolJ (Forti; Diament, 2006).

Além de exercer importante papel biolégico antiteratogénico, a PON também atua
sobre o stress oxidativo (Devarajan et al., 2011). Ja foi descrita reducdo importante da
expressdao do mRNA de PON1 em nivel hepéatico durante infeccdes agudas, enquanto
inflamacdes crbnicas provocam alteracGes estruturais nas moléculas de HDL, que é sua
principal carreadora (Soran et al., 2015). Em Gltima anélise, 0 aumento do stress oxidativo
pode resultar na reducdo da atividade de PONL1 e, consequentemente, desempenhar um
papel na patogénese de infeccdes agudas e cronicas ou recorrentes, além de diversas
outras condi¢des como doencas autoimunes/inflamatérias, neoplasias, imunosenescéncia,
AIDS e neoplasias (Camps et al., 2009).

Em relacdo as neoplasias, isso se reveste de grande importancia, uma vez que em
pacientes com ICV o risco para essas doencas, especialmente linfomas e carcinomas,
pode variar de 300 a 500 vezes, dependendo do estudo (Cunningham- Rundles, 2009,
Malphettes et al., 2009).

Um de nossos objetivos foi analisar se os principais parametros clinicos
caracteristicamente associados a imunodeficiéncia comum varidvel guardariam

associacgdes com os diferentes genotipos do polimorfismo PON1-L55M.

Contrariamente ao esperado, tendo como base relatos na literatura de doencas outras
que ndo ICV, ndo encontramos associagOes entre 0s genotipos 55LL, 55LM e 55MM e a

presenca da maioria das manifestacGes clinicas analisadas, tais como: infec¢des de vias
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aéreas (tabela 5), doenca metabolica 6ssea (osteogenia e osteoporose), diarreia ou gastrite
(tabela 6), esplenomegalia, hepatomegalia, hipertensdo portal, autoimunidade, asma ou
rinite (tabela 7). Embora discordantes dos relatos da literatura, esses achados sé@o
compativeis com a presenca de niveis similares de atividade arilesterase entre os trés

genotipos analisados.

As Unicas associacOes detectadas em nossa casuistica foram entre o genoétipo 55LL e
frequéncia de linfonomegalia (tabela 7) e entre o genotipo 55MM e menor frequéncia de

doencas intestinais (tabela 6).

Em 2006, De Roos e colaboradores demonstraram maior incidéncia de
linfonodomegalia associada ao genoétipo 55MM da PON1 em uma populagdo geral,
considerando essa associacdo como possivel fator de risco para o desenvolvimento de
neoplasias na populacdo estudada (De Roos et al., 2006). Estudos posteriores
demonstraram a relevancia dos polimorfismos L55M da PON-1 em doengas comocancer
de mama, cancer de rim e linfomas (Hussein et al., 2011, Mackness e Mackness, 2015,
Saadat, 2012).

Em nosso estudo, exceto a correlagdo positiva entre o gendtipo LL e presenca de
linfonodomegalias, ndo encontramos associacdo com outros parametros clinicoscomo
doencas autoimunes (tabela 7) ou infeccBes de repeticdo ou cronicas de viasaéreas
(tabela 5). Cabe ressaltar que um dos critérios de exclusdo durante a selecdo de pacientes

foi a presenca de doencas neoplasicas atuais ou em tratamento.

Sdo raros na literatura estudos na ICV referentes ao stress oxidativo e paraoxonases.
Neste contexto, Aukrust e colaboradores encontraram correlagdo entre niveis plasmaticos
elevados da homocisteina reduzida e aumento do stress oxidativo em pacientes com ICV
(Aukrust et al. 1997). Em 1994, esses mesmos pesquisadores ja haviam descrito também
na ICV niveis elevados de IL-4 e IL-6 associados & ativagdo imunologica cronica e
valores baixos de linfocitos CD4+ (Aukrust et al. 1994). Em nosso grupo, durante estudo
relacionando stress oxidativo e polimorfismos 55LM da PON-1 na ICV, Sini e
colaboradores encontraram dados sugestivos de maior associa¢do do genotipo 55MM a
linfomas (Sini et al, 2014); posteriormente, 0 mesmo grupodescreveu que os portadores
do alelo 55L da PONL1 apresentaram sobrevida cerca de trés vezes mais elevada quando

comparados aos individuos ndo portadores desse alelo, sugerindo que ele possa
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desempenhar um papel protetor (Sini et al, 2017).

Outro de nossos objetivos foi analisar se 0s niveis de vitamina D guardariam
associacfes com 0s principais parametros clinicos caracteristicamente associados a
imunodeficiéncia comum varidvel, par@metros laboratoriais e os diferentes genotipos do
polimorfismo PON1-L55M. Para tanto, os niveis séricos de vitamina D foram analisados
separadamente em duas categorias: até 30 mg/dL e acima de 30 mg/DlI; tal ponto de corte
foi selecionado uma vez que a recomendacdo preconiza se manter niveis de vitamina D
acima de 30 mg/mL em pacientes adultos portadores de doengas cronicas,
independentemente da idade.

A maioria dos participantes do grupo de estudo (72,91%) apresentou niveis séricos de
vitamina D abaixo de 30 mg/dL, ndo havendo diferenca quanto a sua distribuicdo entre
os dois géneros. Essa mesma analise ndo foi aplicada em relacdo as caracteristicas
melanodérmicas dos pacientes, uma vez que neste estudo consideramos acor da pele
segundo a autodeclaracdo de cada um deles. No entanto é notorio que apenastrés entre
eles tinham pele de cor negra, que estd associada a uma menor sintese de vitamina D ap0s

exposicdo solar (Maeda et al., 2014).

Como era esperado, foi observada correlacdo negativa entre os niveis séricos de
vitamina D e PTH (anexo 10), ndo havendo correlagdo com os demais parametros
laboratoriais analisados: perfil lipidico (anexo 9), atividade arilesterase, niveis séricos de

calcio, fosforo, magnésio (anexo 10) e populacdes linfocitarias (anexo 11).

E amplamente conhecido que pacientes com ICV cursam com diversas manifestacdes
clinicas que podem estar relacionadas a hipovitaminose D, como asinfecc¢Bes cronicas,
doencas autoimunes, doencas inflamatorias gastrointestinais, asma e malignidades,
especialmente os linfomas e os carcinomas (Chapel et al., 2008; Chapel&Cunningham-
Rundles, 2009; Kokron et al., 2004; Sini et al., 2014; Resnick et al., 2012).

Entre os véarios parametros clinicos analisados neste estudo, encontramos associa¢ao
apenas entre os niveis de vitamina D acima de 30 mg/dL e menor frequéncia de
atelectasias pulmonares (tabela 11). Niveis séricos de vitamina D mais elevados foram
encontrados entre portadores do gendtipo 55LL (tabela 9), cabendo ressaltar que mesmo
assim estavam no limiar dos niveis considerados suficientes (30 mg/dL) em individuos

sob diversas condicdes que frequentemente podem estar associadas a ICV, tais como:
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senilidade, osteoporose, insuficiéncia renal ou hepética, uso de medicamentos que
interferem no metabolismo da vitamina D (glicocorticoides, anticonvulsivantes,
antifangicos), sindromes de ma-absorcao, linfomas, gestacéo e lactacdo (eventualmente)
(Moreira et al., 2020).

Pacientes com ICV frequentemente cursam com infecc¢Ges crénicas ou recorrentes do
trato respiratorio que podem deixar sequelas teciduais em graus variados como
bronquiectasias e atelectasias, além de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), que
pode levar a insuficiéncia respiratéria e morte (Chapel et al., 2008; Chapel &
Cunningham-Rundles,2009; Kokron et al., 2004; Sini et al., 2014; Resnick et al., 2012).
Nesse contexto, ja estd bem estabelecido que a vitamina D pode estar associadaa
infeccbes do trato respiratorio (Cantorna, 2015) e doencas de vias areas como
bronquiectasias, DPOC e asma (Martineau et al., 2019; Autier et al., 2017). Mais
recentemente, ha evidéncias de que a vitamina D possa desempenhar algum papel

também nas sequelas consequentes a infeccdo pelo Sars- COV2 (Osman et al, 2021).

Contudo, ndo encontramos na literatura associacdo direta entre a presenca de
atelectasias e niveis de vitamina D, cabendo ressaltar que a atelectasia pode ser
desencadeada por numerosas condicdes, tais como infecgBes crbnicas, tuberculose,
bronquiectasias, DPOC e fatores de compressdo extrinseca como tumores e
linfonodomegalias (Woodring et al., 1996)

Neste estudo, ndo encontramos diferenca quanto as frequéncias de manifestacdes de
vias aéreas entre os portadores dos varios genotipos dos polimorfismos L55M. Entre os
varios parametros clinicos analisados, encontramos associacao apenas entre os niveis de
vitamina D acima de 30 mg/dL e menor frequéncia de atelectasias pulmonares (tabela
11).

Neste contexto, a andlise conjunta dos dados referentes a menor frequéncia de
atelectasias associada a niveis séricos mais elevados de vitamina D, assim como a maior
prevaléncia de linfonodomegalias entre portadores do gendtipo 55LL (tabela 9) ao lado
de niveis mais elevados de vitamina D, é sugestiva que nesse subgrupo de pacientes a
presenca de atelectasia esteja parcialmente associada & compressdo toracica extrinseca e

ndo apenas a presenca de infecgdes pulmonares cronicas.

Além de desempenhar papel fundamental na homeostase mineral déssea e no
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metabolismo do célcio e de estar associada & osteopose e risco de fraturas 6sseas, a
vitamina D regula potencialmente diversas outras fungdes celulares (Jeffery et al., 2012;
Cantorna et al., 2015).

Embora relatos na literatura tenham demonstrado evidéncias de que niveis séricos de
vitamina D abaixo de 20 ng/mL estejam associados também ao risco aumentado de
doencgas infecciosas, autoimunes, cardiovasculares e neoplasias (Cantorna& Mahon,
2004; Arnson et al, 2007), ainda nédo esta suficientemente esclarecido como baixos niveis

de vitamina D poderiam estar relacionados ao desencadeamento dessas doengas.

Também sdo comuns as infec¢bes do trato gastrointestinal que dependendo de sua
gravidade chegam a causar perda ponderal significativa e até mesmo desnutricdo
(Cantorna & Mahon, 2004). Neste estudo ndo encontramos associacao entre 0s niveis de
vitamina D quando foram analisadas as frequéncias de doenca Ossea (incluindo
osteopenia e osteoporose) e doengas inflamatdrias gastrointestinais (tabela 12).

Embora a prevaléncia de doenca 6ssea tenha sido diagnosticada em 23 pacientes com
ICV (47,91%), entre os quais 14 apresentaram osteopenia (correspondendo a 29,2% do
total analisado) e os 9 demais osteoporose (18,8%), ndo encontramos associacdo com 0s
niveis de vitamina D (tabela 12). Essa alta frequéncia de doenca 6ssea € relevante, uma
vez que ndo foi observada em nenhum dos 33 participantes do grupo controle que

realizaram densitometria dssea.

Uma possivel explicacdo para isso € que ha outros fatores implicados na etiopatogenia
da doenca mineral dssea além dos niveis séricos de vitamina D; entre outros, sdo citados
como por exemplo, a contagem de células B e de células T (Deluca&Cantorna, 2001;
(Jeffery et al., 2012; Cantorna et al., 2015) com producdo de citocinas que atuam na
homeostase do metabolismo 6sseo (Cantorna et al., 2015; Holm et al., 2005; Toraldo et
al., 2003;)

Ha& poucos relatos na literatura sobre a presenca osteopenia e osteoporose em pacientes

com ICV com o0s quais pudéssemos comparar nosso estudo.

Nossos achados sdo parcialmente concordantes com os de Mohebbi e colaboradores
que detectaram densidade baixa de massa 0ssea em 40.5% de pacientes com ICV e média
de idade de 20 anos (Mohebbi et al. 2017), com a ressalva de que emnossa casuistica a

média de idade dos pacientes foi mais elevada (37 anos).
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Também Baris e colaboradores encontraram baixa densidade mineral 6ssea em cerca
de 68% de pacientes jovens com ICV, além de histérico de fraturas dsseas em torno de
22% deles. Ao contrario desses pesquisadores, ndo houve casos de fratura 6ssea em
nossos pacientes, assim como também ndo encontramos associagdes entre a densidade
mineral 6ssea e niveis mais baixos IgG, contagem de linfocitos B e presenca de
bronquiectasias relatadas naquele mesmo estudo (Baris et al., 2011).

O o0sso constitui um drgdo dindmico que se encontra em remodelagdo continua
mediada pelos osteoclastos, que sdo as principais células 6sseas reabsortivas (Boyle et al.,
2003). A reabsorcdo excessiva por osteoclastos leva a perda Gssea patolégica, como
ocorre em doencas Osseas metabdlicas, como artrite reumatoide e osteoporose
(Nakashima & Takayanagi, 2009).

Ainda nos dias atuais, 0s mecanismos envolvidos na perda 6ssea nao estdo totalmente
esclarecidos, havendo numerosos estudos desenvolvidos nesta area. O papel das células
TCDA4+ ativadas na homeostase 0ssea tem sido extensivamente estudado, especialmente
na diferenciacdo de osteoclastos (Sato et al., 2006). O mesmo ocorre em relacdo as
citocinas pro-inflamatorias, em especial IL-1, IL-6 e TNF-alfa, produzidaspor células
CDA4+ auxiliadoras (Th1) (Ogino et al, 2011), além da IL-17, produzida pela populacéo
linfocitaria Th17 (Koshy et al., 2002), que sdo potencialmente importantes na patogénese

da perda dssea.

As células T reguladoras (Tregs) desempenham um papel vital na supressdo do sistema
imunolégico atuando sobre as populacdes celulares Thl, Th2 e Th17 (Abbas et al., 2019).
Mais recentemente, as células Treg foram implicadas também nos mecanismos de
homeostase mineral 6ssea regulando as populagdes linfocitarias Thl e Th17 (Saito et
al., 2010), além de poderem suprimir diretamente a diferenciagdo de osteoclastos na
artrite reumatoide (Kelchtermans et al., 2009). Tambem foi demonstradopor Zaiss e
colaboradores que células Treg de camundongos podem inibir a formacdo de RANKL
(ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B) pelos osteoclastos (Zaiss et al.,
2007).

Uma das principais citocinas que atuam na reabsorcao 6ssea é 0 RANKL, produzido
principalmente por osteoblastos, mas também porostedcitos, fibroblastos, células

dendriticas maduras e linfécitos T ativados (Yuan et al., 2010). O RANKL liga-se ao seu
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receptor (RANK) expresso em numerosas células como linfocitos T e B, mas
principalmente em células precursoras de osteoblastos, que s&o ativadas e promovem
reabsorcéo 0ssea . Por outro lado, a osteoprotegerina (OPG), uma citocina produzida por
osteoblastos, linfocitos B e células dendriticas, impede a ligacdo do RANKL ao seu
ligante RANK, diminuindo a reabsorcdo Ossea (Yuan et al., 2010). Durante processos
inflamatorios, ocorre aumento da produgdo RANKL causando um desequilibrio na
relacdo entre RANKL e OPG e, consequentemente, maior osteoclastogénese (Yuan et al.,
2010).

Neste contexto, o comprometimento numérico e principalmente funcional dos
linfécitos B, que constitui um dos aspectos mais marcantes da ICV, pode estar associado
a uma producdo mais baixa de OPG que pode, consequentemente, levara uma maior
ocorréncia de osteopenia e osteoporose em pacientes com essa imunodeficiéncia (Baris
et al, 2011). Ao contréario do relatado por Baris e colaboradores, em noss otrabalho ndo

observamos associagdo entre a presenca de doenca 0ssea e a contagem de células B.

Em 2017, Barreto-de-Melo e colaboradores, durante estudo realizado por nosso grupo,
relataram associacao positiva entre valores de linfocitos T CD4 + abaixo de 650 células /
mm3 e a densidade mineral 6ssea em pacientes com ICV (Barreto-de-Melo, 2017). Os
autores sugeriram que isso pudesse ser explicado pelo comprometimento do eixo CD40/
CDA40L que promove uma diminuicdo da producéo de OPG por células B (Li et al., 2007;
Panach et al., 2016). Na sindrome de hiper-IgM ligada ao X, uma imunodeficiéncia
priméaria na qual ocorre comprometimento do sistema coestimulatério CD40/CD40L, os
pacientes apresentam osteopenia como uma caracteristica clinicaproeminente (De la
Morena, 2016).

A interleucina-7 (IL-7) desempenha um papel critico na linfopoiese e homeostase de
linfocitos (Abbas et al., 2019). Altos niveis plasmaticos de IL-7 tém sido correlacionados
a linfopenia de células TCDA4+ refletindo uma resposta homeostatica a deplecao de células
T em pacientes infectados pelo HIV (Napolitano et al., 2001). Por outro lado, deficiéncias
da cadeia do receptor de IL-7 (IL-7R) ou da cadeia ¢ comum podem levar a
imunodeficiéncia grave combinada (Abbas et al., 2019), enquanto uma deficiéncia parcial
de IL-7R esta associada a uma apresentacéo tardia de imunodeficiéncia podendo causar

hipogamaglobulinemia (Roifman et al., 2001)
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A IL-7 é uma citocina linfopoiética que desempenha forte papel osteoclastogénico
capaz de induzir perda de massa dssea in vivo. Ha evidéncias de que possa atuar sobre
precursores iniciais de células B (B220+) que tém a capacidade de se diferenciarem em
osteoblastos (van Rom&Lafer, 2008). No entanto, estes dados ndo foram confirmados por
Toraldo e colaboradores que demonstraram elegantemente que em camundongos nude a
IL-7 é capaz de regular positivamente as células B220+ sem induzir a secre¢do de
RANKL e TNF-alfa e perda dssea significante. Por outro lado, a transferéncia adotiva de
linfécitos T para essa mesma linhagem decamundongos foi capaz de induzir a secrecao
de RANKL e TNF-alfa, demonstrando que as células T sdo essenciais para a perda éssea
in vivo (Toraldo et al., 2003).

Holm e colaboradores descreveram em pacientes com ICV uma associacdo positiva
entre niveisplasmaticos mais elevados de IL-7 (acima de 10 pg / mL) e presenca
deesplenomegalia, bronquiectasias e autoimunidade (Holm et al., 2005), caracteristicas
clinicas estas semelhantes as que foram associadas a baixa densidade mineral 6ssea no

relato de Baris e colaboradores (Baris et al., 2011).

No mesmo estudo, Holm e colaboradores também demonstraram em pacientes com
ICV que apresentavam niveis mais elevados de IL-7, aumento de linfécitos CD8+ com
reducdo da apoptose e predominéancia de linfocitos T de memdria efetora negativos para
CCRY7 (células de memoria diferenciadas terminalmente). Em alguns destes pacientes,
observaram reducdo da producdo de IFN-gama e TGF-beta ap6s estimulo in vitro com
IL-7. Esses pesquisadores sugeriram que o feedback negativo prejudicado pela producao
aumentada IL-7 poderia, portanto, estar implicado nas fun¢fes anormais de células T e
consequente prejuizo da funcdo de B em pacientes com ICV (Holm et al.,2005).

A ICV engloba um grupo heterogéneo de doengas com diversas manifestagdes clinicas
incluindo infeccOes, doencas autoimunes e neoplasias, tendo como principal
caracteristica a reducdo do numero ou funcdo de linfocitos B.,no entanto,
aproximadamente 50% dos pacientes apresentam também defeitos de células T que
podem contribuir para o prejuizo na producdo e funcdo de anticorpos (Kokron et al.,
2004). Neste estudo observamos que pacientes com ICV portadores do genétipo 55MM
apresentaram contagens mais altas de linfocitos CD8+, ao lado de valores normais de
linfécitos CD4+ e CD19+ (tabela 10).
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As caracteristicas clinicas descritas na ICV como por exemplo as infecgdes cronicas
ou de repeticdo e a maior prevaléncia de doencas autoimunes/inflamatorias, osteopenia/
osteoporose e neoplasias encontram similaridade com aquelas que ocorrem durante o
processo de envelhecimento (Torres etal., 2011). Durante a senescéncia ocorre expansao
da populacdo de linfocitos T CD8+28neg consideradas células exauridas, tendo como
consequéncia a reducgdo da capacidade proliferativa apds estimulo antigénico natural e
vacinal (Franceschi et al., 1995; Ferguson et al., 1995, Yang et al., 2008).

Espera-se que tais caracteristicas acometam apenas individuos mais velhos; no
entanto, estudos avaliando portadores do HIV sem tratamento e com diferentes idades,
mostraram que o sistema imunoldgico desses individuos esta precocemente envelhecido,
apresentando expansdo de linfocitos T CD28neg e a densidade mineral 6ssea diminuida,
isso provavelmente pela constante e persistente inflamacdo (Deeks & Phillips, 2009;
Effros et al., 2008; Guaraldi et al., 2011).

Deste modo, em nosso estudo, a presenca elevada de doenca 6ssea em adultos jovens
e 0 aumento de linfécitos CD8+ no subgrupo de portadores do genétipo 55MM da PON-
1 que cursaram com maior nimero de 6bitos, permitem aventar a hiptese de que na ICV

poSsa ocorrer uma senescéncia precoce.
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8 CONCLUSOES

1) A distribuicGes dos gendtipos e dos alelos do polimorfismo L55M no grupo

de pacientes ICV foram similares as do grupo controle;

2) 0s pacientes portadores do gen6tipo 55LM apresentaram inicio mais precoce
dos sintomas caracteristicos da ICV, sendo provéavel que apresentem manifestacdes
menos graves da ICV em relacdo aos pacientes 55LL e 55MM;

4) A atividade arilesterase da PON-1 foi similar entre os portadores dos
genotipos 55MM, 55LL e 55LM e controles sdos e ndo apresentou relacdo com o quadro

clinico;

5) N&o houve associacao entre os gendtipos do polimorfismo L55M e a presenca
da maioria das manifestacdes clinicas analisadas, sendo esses achados compativeis com

a presenca de niveis similares de atividade arilesterase entre os trés genotipos analisados;

6) A maioria dos participantes do grupo de estudo apresentou niveis séricos de
vitamina D abaixo de 30 mg/dL, ndo havendo diferenca entre os dois géneros e demais
parametros laboratoriais analisados, exceto uma correlacdo negativa com 0s niveis de
PTH;

7) Houve associagdo entre niveis séricos mais elevados de vitamina D e a menor
frequéncia de atelectasias. Considerando que os portadores do gendtipo 55LL
apresentaram maior prevaléncia de linfonodomegalias e niveis mais elevados de vitamina
D, uma possibilidade € que nesse subgrupo de pacientes a presenca de atelectasia esteja

parcialmente associada a compressao toracica extrinseca;

8) A presencga de doenga mineral 6ssea foi elevada ocorrendo em 41,6% dos

pacientes, sendo mais frequente a osteopenia (65,0%) do que a osteoporose (35,0%).

9) Os portadores do gendtipo 55MM apresentaram contagens mais altas de

linfocitos CD8+, ao lado de valores normais de linfocitos CD4+ e CD19+;

10) A auséncia de associagdo entre os niveis séricos de vitamina D, infeccbes
crénicas, doencas autoimunes e osteopenia/osteoporose entre os portadores dos genotipos

55L, 55LM e 55MM, ao lado do aumento de linfocitos CD8+ em portadores do genétipo
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55MM, permitem aventar a hipdtese de que neste subgrupo de pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel a doenca mineral 6ssea possa ser parcialmente secundéaria a

um distlrbio da imunidade celular.
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ANEXOS

Anexo A - Caracteristicas demograficas dos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel

5640 | Cor | idade | ‘de_ | P | dedo. | do sexo | Cor | taade | G| 00| e | Mao”
inicio | 20 DX enga Dx inicio enga Dx

P1 M bca 49 36 39 13 3 P25 M bca 49 33 35 12 2
p2 F bca | 32 9 12 23 3 P26 F bca | 29 5 19 25 14
P3 M par 27 15 19 12 4 p27 M pda 36 5 11 31 6
P4 F bca 35 25 31 10 6 P28 M | negra| 49 28 31 21 3
P5 F bca 34 17 26 17 9 P29 M pda 37 1 15 36 14
P6 F bca | 38 17 19 21 2 P30 F bca | 33 12 21 21 9
P7 M amar | 40 5 26 35 21 P31 M bca 45 33 37 12 4
P8 M |negra| 29 10 16 19 6 P32 F bca | 49 41 43 8 2
P9 M bca | 44 14 25 19 10 P33 F bca | 31 15 18 16 3
P10 M bca 31 22 23 9 1 P34 F pda 48 17 36 31 19
P11 F |negra| 44 5 26 39 21 P35 F pda 33 14 20 19 6
P12 F bca | 31 5 18 26 13 P36 F pda | 32 7 13 25 6
P13 F pda | 39 15 26 24 11 P37 F bca | 22 1 3 23 2
P14 F bca | 33 28 28 5 0 P38 F bca | 28 21 21 7 1
P15 M bca 45 30 38 15 8 P39 F bca 46 2 37 44 35
P16 M bca 37 22 27 15 5 P40 M bca 37 5 27 32 25
P17 | M bca | 36 20 28 16 8 P41 M bca | 32 23 23 9 0
P18 F pda 35 10 24 25 14 P42 M pda 46 11 37 35 28
P19 F bca 34 17 19 17 2 P43 M bca 46 32 16 14 9
P20 F bca | 34 5 18 29 13 44 F pda | 43 3 42 40 38
P21 | M pda | 34 7 20 27 13 P45 F bca | 52 23 31 30 8
P22 F bca 32 15 16 17 1 P46 F bca 36 7 31 29 24
P23 F bca 43 27 18 16 2 P47 F pda 26 17 11 9 5
P24 F bca 42 17 26 25 9 P48 F bca 20 15 8 5 4
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Anexo B: Caracteristicas clinicas dos pacientes com imunodeficiéncia comum
variavel: vias aéreas,linfonodomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia e
hipertensao portal

s, | oun | s |Jons | Prev | Bont | ke |opog | Lnors | x| et
megalia portal

P1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
P2 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
P3 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1
P4 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0
P5 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0
P6 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0
P7 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P8 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0
P9 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0
P10 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
P11 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1
P12 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
P13 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
P14 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
P15 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1
P16 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1
P17 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0
P18 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
P19 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1
P20 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0
P21 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
P22 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
P23 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0
P24 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
P25 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P26 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
P27 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
P28 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
P29 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0
P30 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0
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P31

P32

P33

P34

P35

P36

P37

P38

P39

P40

P41

P42

P43

P44

P45

P46

P47

P48
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Anexo C: Caracteristicas clinicas dos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel:

doengas autoimunes,diarreia, alteragoes intestinais, gastrite, asma, rinite e doenga dssea

) ) Diarreia/Padrio | Intestino/Padrédo | Gastrite | Asma Rinite Dpenga Osteo- | Osteo-
Autoimunidade 6ssea penia | porose
P1 PTI 0 0 1 0 0 1 1
P2 0 0 0 1 1 1 1 1
P3 0 0 HLR (cdlon ) 0 0 1 1 1
P4 0 0 HNL 1 0 0 0
P5 Tireoidite Recorrente Sem bidpsia 1 1 1 1 1
P6 AHA + SS Intermitente Duodenite cronica 1 0 0 0
+ HNL
P7 PTI + Hipopara- | Padréo celiaco | Duodenite cronica 1 0 1 0
tireoidismo 1° + lleite + retite
P8 0 Padrao celiaco | Duodenite cronica 0 0 0 0
+HLR
P9 0 Padréo celiaco Pélipo+ Ulcera 1 0 0 0
em valvula
P10 0 Ocasional 0 1 1 1 0
P11 0 Cronica Sem bidpsia 1 1 1 1 1
P12 0 Cronica Bulboduodenite 1 0 1 0
erosiva e + atrofia
P13 0 Cronica Sem bidpsia 1 0 1 1 1
P14 0 0 lleite erosiva 1 0 0 1 1
distal + lesdo
P15 0 Padrao celiaco | Duodenite cronica 1 0 0 1 1
+HLR)
P16 0 Padréo celiaco . Duodenite 1 0 0 0
cronica (padrao
P17 Psoriase Padréo celiaco | Duodenite cronica 1 1 1 1 1
(padrao celiaco +
P18 0 Recorrente Duodenite cronica 0 1 1 1 1
P19 0 0 Duodenite cronica 1 1 1 1 1
P20 0 Recorrente Duodenite crénica 1 0 0 0
P21 0 Recorrente Enterite granulo- 1 1 1 0
matosa + HLR
P22 0 Recorrente Sem bidpsia 0 0 1 0
P23 0 0 0 1 1 1 1 1
P24 Tireoidite 0 0 1 0 1 1 1
P25 0 0 Duodenite cronica 1 0 0 0
+ colite
P26 Tireoidite 0 Duodenite cronica 1 0 1 0

+HLR
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P27 Vitiligo Ocasional Sem bidpsia
P28 0 Recorrente Normal
P29 0 Padrao celiaco | Duodenite cronica
P30 PTI + psoriase Ocasional 0
P31 Tireoidite+ Ocasional Duodenite cronica
vitiligo + metaplasia
P32 Vasculite 0 Bulboduodenite +
colite + retite +
P33 0 Ocasional 0
P34 AHA + SS Recorrente 0
P35 0 Recorrente Duodenite cronica
com padrao
P36 0 0 0
P37 0 0 Colite,+ ileite,
polipo
P38 0 Padréo celiaco | Duodenite cronica
+ padréo celiaco
P39 0 Intermitente Infiltrado
inflamatrio leve
P40 0 Cronica Duodenite crénica
P41 Tireoidite + DM1 0 0
P42 0 Cronica Duodenite cronica
+HNL + HLR
P43 0 Cronica Enterite cronica +
HLR + retite
P44 0 Cronica Duodenite
cronica + HNR
P45 0 0 0
P46 0 0 0
P47 0 Recorrente Duodenite cronica
+ les&o erosiva +
P48 0 0 0
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Anexo D- Genotipagem e atividade arilesterase de PON1 dos pacientes com ICV

Pacientes | Arilesterase L55M Pacientes | Arilesterase L55M Pacientes | Arilesterase L55M
p1 99 LM p17 85 LL P33 102 MM
) 136 0 P18 91 LM P34 86 MM
P3 114 LL P19 113 LM P35 106 LL
P4 125 LL P20 99 LL P36 81 LL
P5 45 MM P21 95 LM P37 100 LM
PG 100 P22 105 LM P38 122 LL
p7 79 LL P23 84 MM P39 203 LM
P8 45 MM P24 94 LL P40 86 LM
P9 94 LL P25 86 LL pa1 121 MM

P10 55 LM P26 92 LL P42 76 LL
P11 81 LM P27 105 LM P43 65 LL
P12 65 LL P28 83 MM P44 90 LM
P13 59 MM P29 82 LM P45 84 0

P14 73 LL P30 76 LL P46 122 MM
P15 99 0 P31 143 MM pa7 85 LM
P16 84 LL P32 103 LL P48 58 MM
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Anexo E: Genotipagem e atividade arilesterase de PON1 em controles sdos

Control L55 Arilesteras | Controle [ L55 Arilesteras | Control L55 Arilesteras
e M e M e e M e

C1 LM 69 C36 LL 108 C71 LL 75
C2 LM 91 C37 LM 79 C72 MM 84
C3 LM 82 C38 MM 62 C73 LL 126
C4 LL 117 C39 LL 123 C74 LL 68
C5 LL 141 C40 LM 85 C75 LL 93
Cé LM 69 C41 LL 97 C76 LM 84
C7 LL 112 Cc42 LL 78 Cc77 LL 100
c8 LM 84 C43 LM 13 C78 LL 161
C9 LM 92 C44 LM 98 C79 MM 91
C10 LM 102 C45 LM 107 C80 LL 48
C11 MM 70 C46 LL 107 Cc81 LM 69
C12 LL 137 c4a7 LM 72 C82 LM 78
C13 LL 131 C48 LL 94 C83 LL 70
Cl4 LL 108 C49 LL 129 Cc84 LM 68
C15 MM 103 C50 LM 105 C85 MM

Cl6 MM 66 C51 LL 85 C86 LM 100
C17 LL 118 C52 MM 125 c87 LM 109
C18 MM 78 C53 LM 89 C88 MM 93
C19 MM 47 C54 LL 111 C89 LM 79
C20 LL 62 C55 LM 78 C90 LM 84
C21 LL 76 C56 LL 83 Cca1 MM 91
C22 LM 55 C57 LM 104 C92 LM 64
C23 LM 87 C58 MM 91 Ca3 LM 128
C24 LL 66 C59 LL 70 C94 LL 92
C25 LL 75 C60 LM 74 C95 LM 92
C26 LL 109 c61 LL 127 C96 LM 77
Cc27 LL 105 C62 LL 96 C97 LL 126
C28 LL 105 C63 LL 116 Co8 LL 96
C29 LL 120 C64 LM 92 C99 MM 64
C30 LL 94 C65 LL 66 C100 LM 84
C31 MM 62 C66 LL 68 C101 LM 84
C32 LL 95 ce7 LL 62 C102 MM 51
C33 LM 90 C68 LM 88 C103 MM 101
C34 LL 107 C69 LL 110 C104 MM 68
C35 MM 67 C70 LL 87 C105 LL 105

Anexo F. Genotipagem do polimosfismo L55M e dosagem de arilesterase em controles séos (continuagao)
Control L55 Arilesteras | Control L55 Arilesteras | Control L55 Arilesteras
e M e e M e e M e
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C106 LM 71 C126 LM 124 C146 LM 58
C107 LM 78 C127 LL 114 Cl147 LM 122
C108 LL 111 C128 LM 90 148 LM 76
C109 LM 95 C129 LM 79 C149 LM 120
C110 LM 119 C130 LL 96 C150 LL 157
Cl11 LM 65 C131 LL 154 C151 LM 119
C112 LL 112 C132 LM 128 C152 MM 63
C113 LL 126 C133 LL 102 C153 LL 121
Cl14 LL 99 Cl34 LL 109 C154 LL 96
C115 LM 102 C135 LL 122 C155 LM 83
CC116 LL 126 C136 LL 7 C156 LL 117
C117 MM 75 C137 LL 80 C157 MM 46
C118 LM 93 C138 LL 125 C158 LM 84
C119 LL 128 C139 LM 112 C159 LM 76
C120 MM 128 C140 LL 98 C160 LL 141
C121 LL 87 C141 LL 90 Cl61 LL 102
C122 LM 89 C142 LM 124 C162 LM

C123 LM 70 C143 LM 122 C163 LL

C124 LL 98 Cl144 LM 119

C125 LM 76 C145 LL 201
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Anexo G : Correlagdo entre atividade arilesterase de PONL1 e perfil lipidico dos
pacientes comimunodeficiéncia comum variavel (correlagdo de Pearson)

coL HDL LDL TG VLDL APO1
Aril rpN 288" ,030 315" 238 ,087 267
047 840 029 104 556 067
48 48 48 48 48 48
VLDL rpN -,042 472" -,229 -,002 1 373"
778 ,001 117 991 ,009
48 48 48 48 48 48
LDL rpN 872" -,085 1 524+ -229 286"
,000 566 ,000 117 ,049
48 48 48 48 48 48
HDL rpN -,095 1 -,085 -,284 AT2" 497"
520 566 ,051 ,001 ,000
48 48 48 48 48 48
coL rpN 1 -,095 872" 503" -,042 255
520 ,000 ,000 778 080
48 48 48 48 48 48
TG rpN 503" -,284 524" 1 -,002 064
,000 051 ,000 1991 667
48 48 48 48 48 48
APO1 rpN ,255 497" ,286" ,064 373" 1
,080 ,000 ,049 667 ,009
48 48 48 48 48 48

84



Anexo H: Correlagdo entre atividade arilesterase de PON1 e niveis séricos de

vitamina D,PTH, cilcio, magnésio e fosforo de pacientes com ICV (correlagdo de

Pearson)

VIT D PTH Ca Mg p
Avril rpN 164 -082 -003 111 150
264 581 983 451 307
48 48 48 48 48
VIT_D rpN 1 -,338" 065 -,078 092
019 659 598 535
48 48 48 48 48
PTH N
P -338" 1 -241 030 193
019 099 ‘841 188
48 48 48 48 48
Ca rpN 065 -,241 1 135 ,092
659 099 360 534
48 48 48 48 48
Mg reN -078 030 135 1 -274
'598 ‘841 '360 060
48 48 48 48 48
P reN 092 -193 092 274 1
535 188 '534 060
48 48 48 48 48
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Anexo | : Correlagdo entre atividade arilesterase de PON1 e populagdes linfocitarias dosangue periférico de
pacientes com ICV (correlagdo de Pearson)

CD3 CD4 cD8 CD4/CD8 CD19 NK
cel/mm3 cel/mm3 cel/mm3 cel/mm3 cel/mm3
Aril r ,087 162 033 156 273 ,001
p 555 270 824 289 ,060 ,993
48 48 48 48 48 48
CD3 r 1 795" 843" -,149 340" 324
p ,000 ,000 311 018 ,024
N 48 48 48 48 48 48
CD4 r 795" 1 367" ,355° 258 321"
p ,000 ,010 013 077 ,026
N 48 48 48 48 48 48
CD8 r 843" 367" 1 -520" 288" 268
p ,000 ,010 ,000 ,047 ,066
N 48 48 48 48 48 48
CD4/CD8 r -,149 355" -520" 1 -113 ,002
p 311 013 ,000 446 ,990
N 48 48 48 48 48 48
CD19 r 340" 258 288" -113 1 314"
p ,018 077 047 446 ,030
N 48 48 48 48 48 48
NK r 324 321 268 ,002 314" 1
p 024 1026 ,066 ,990 ,030
N 48 48 48 48 43 48
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Anexo J: Correlagdo entre niveis séricos de vitamina D e perfil lipidico dos pacientes com imunodeficiéncia
comum variavel (correlagdo de Pearson)

VLDL LDL HDL coL TG APO1
VIT_D r ,088 -143 ,096 -,037 -,034 ,099
p 551 334 516 ,800 821 503
N 48 48 48 48 48 48
VLDL r 1 -,229 472" -,042 -,002 373"
p 117 ,001 778 ,991 ,009
N 48 48 48 48 48 48
LDL r -,229 1 -,085 872" 524" 286"
p 117 566 ,000 ,000 ,049
N 48 48 48 48 48 48
HDL r 4727 -,085 1 -,095 -,284 497"
p ,001 566 520 ,051 ,000
N 48 48 48 48 48 48
coL r -,042 872" -,095 1 503" 255
p 778 ,000 520 ,000 ,080
N 48 48 48 48 48 48
TG r -,002 524 -,284 503" 1 ,064
p ,991 ,000 ,051 ,000 667
N 48 48 48 48 48 48
APO1 r 373" 286" 497" 255 ,064 1
p ,009 ,049 ,000 ,080 667
N 48 48 48 48 48 48
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Anexo K: Correlagdo entre niveis séricos de vitamina D e atividade arilesterase,PTH, calcio, magnésio e fésforo de

pacientes com ICV (correlagdo de Pearson)

Aril PTH Ca Mg
VIT_D r 164 -,338" ,065 -,078 ,092
p ,264 ,019 ,659 ,598 535
N 48 48 48 48 48
Avril r 1 -,082 -,003 -111 ,150
p 581 ,083 451 307
N 48 48 48 48 48
PTH r -,082 1 -,241 ,030 -,193
p 581 ,099 841 ,188
N 48 48 48 48 48
Ca r -,003 -241 1 135 ,092
p ,983 ,099 ,360 534
N 48 48 48 48 48
Mg r -111 ,030 1135 1 -274
p 451 841 ,360 ,060
N 48 48 48 48 48
P r ,150 -,193 ,092 -274 1
p ,307 ,188 534 ,060
N 48 48 48 48 48
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Anexo L: Correlagdo entre niveis séricos e vitamina D e populagoes linfocitarias dosangue periférico de pacientes

com ICV (correlagdo de Pearson)

cD3 cD4 CD8 CD4/CD8 CD19 NK
VIT_D r ,006 ,001 ,036 -,051 -118 -078
p 967 ,994 810 731 426 597
N 48 48 48 48 48 48
CD3 r 1 795" 843" -,149 340" 324
p ,000 ,000 311 ,018 ,024
N 48 48 48 48 48 48
CD4 r 795" 1 367" 355" 258 321
p ,000 ,010 013 077 ,026
N 48 48 48 48 48 48
CD8 r 843" 367 1 - 520" 288" 268
p ,000 ,010 ,000 047 ,066
N 48 48 48 48 48 48
CD4/CD8 r -,149 355" - 520" 1 -,113 ,002
p 311 ,013 ,000 446 ,990
N 48 48 48 48 48 48
CD19 r ,340° 258 288" - 113 1 314
p ,018 077 047 446 ,030
N 48 48 48 48 48 48
NK r 324 321 268 ,002 314 1
p ,024 ,026 ,066 ,990 ,030
N 48 48 48 48 48 48
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pesquisa que estamos iniciando e convidamos vocé a participar deste
estudo porque vocé tem uma doenga com imunidade baixa por deficiéncia
de anticorpos e ja se encontra em tratamento neste hospital.

Justificativa e objetivos do estudo — Informagdes para os pacientes

Individuos com imunodeficiéncia comum variavel (ICV)
apresentam alteragdes na producado de anticorpos. Os anticorpos séo
proteinas presentes em todo o corpo humano e tém como fungéo defender
0 organismo contra microbios como bactérias e virus. Por causa da
deficiéncia dos anticorpos, os pacientes com ICV apresentam infec¢des
de repeticdo como otite, sinusite e diarréia e, alem disso, possuem maior
risco de desenvolverem doencas inflamatdrias e até mesmo cancer.

A vitamina D esta sendo cada vez mais pesquisada nos ultimos
anos, demonstrando fungbes que vao além do aproveitamento sobre o
metabolismo do calcio e da formag¢ao da massa 6ssea, como ainda mais
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sobre sua interagao com o sistema imunolégico.

Estudos atuais tém relacionado a deficiéncia de vitamina D com
varias doengasautoimunes, incluindo ICV, diabetes melitos (DM), doenca
inflamatéria intestinal (DII), lupus eritematoso sistémico (LES), artrite
reumatoide (AR), entre outras. Essas
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associagdes sugerem que a vitamina D seja um fator capaz de afetar o
inicio e a evolugao de algumas doengas autoimunes.

A vitamina D regula a atividade celular, também tem efeitos sobre:
imunidade inata e adaptativa, fungdes antimicrobiana, anti-inflamatdria e
imunomoduladora. Tem sido sugerida uma possivel associagao entre a
deficiéncia de vitamina D e aumento dorisco e duracao das infecgbes
pacientes com imunodeficiéncia comum variavel (ICV).

O objetivo do nosso trabalho é avaliar a atividade arilesterase da
PON1 com 25-hidroxivitamina D e os gendtipos L 55 M em pacientes com
imunodeficiénciacomum variavel.

Procedimentos que serao realizados e métodos que serdao empregados

1- Sera colhida uma amostra de sangue de 20 mL pela veia do antebrago
e apos a coleta serdo realizados alguns testes laboratoriais para
pesquisar: o polimorfismo L55M: os polimorfismos s&o alteracdes
(mutagdes) que ocorrem no gene responsavel pela produgdo de uma
substancia (enzima) presente no sangue (arilesterase). Dependendo da
genética de cada individuo (polimorfismo), a enzima produzida sera
menos estavel e menos funcionante, podendo estar associada a
inflamacgdes, infecgdes e até mesmo alguns tipos de cancer.

2- Os demais exames de sangue importantes para este estudo ja sao
realizados comorotina no seu acompanhamento médico e incluirdo:
dosagem de vitamina D, fosfatase alcalina, hemograma, dosagem de
linfocitos T e B (imunofenotipagem), dosagem de colesterol e triglicérides,
apolipoproteinas, proteinas totais e fragdes do sangue, velocidade de
hemossedimentagéo e proteina C reativa (PCR).

3- Outros exames complementares que também ja s&o realizados na
rotina: ultrassonografia de abdémen, tomografia de térax e densitometria
Ossea (para analisarse existem alteragdes dos 0ssos como osteopenia e
osteoporose.

Possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na
pesquisa — Fora da rotina de coleta de exames que vocé normalmente ja
faz, os desconfortos esperados sao apenas os da pung¢ao venosa (picada
da agulha) para a coleta do sangue na veia do antebrago. Os riscos sao
considerados minimos.

Beneficios esperados para o participante — O presente estudo busca
contribuir para o melhor entendimento dos processos envolvidos no
desencadeamento e gravidade das alteragbes vistas na imunodeficiéncia
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comum variavel, e acreditamos que mais informacdes a respeito serdo de
grande importancia para os pacientes que sofrem com a doenga.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que
terdo direitoos participantes da pesquisa — Independentemente da sua
participacao ou nao no estudo, vocé continuara com o acompanhamento
e assisténcia iguais aos que tém tido
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até agora. Nao havera mudanga de conduta no tratamento que vocé esta
tendo até este momento.

Garantias de plena liberdade ao participante de recusar-se a
participar ou retirar o seu consentimento - Apos receber explicagoes
sobre estes procedimentos e suas perguntas terem sido respondidas, vocé
podera decidir se deseja participar ou ndo deste estudo. E garantida sua
liberdade de recusar-se a participar do estudo e da retirada de
consentimento a qualquer momento e deixar de participar, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo, em qualquer fase
da pesquisa sem penalizag&o alguma, de sigilo e privacidade.

Garantia de que o participante recebera uma via do termo de
consentimento — Sevocé decidir participar dessa pesquisa sera solicitado
que assine duas vias desse termo de consentimento e assine todas as
paginas, ou coloque suas digitais em frente a uma testemunha. E
obrigatério que uma via desse documento seja entregue a voceé.

Despesas e compensagdes - Nao ha despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensacgao financeira relacionada a sua participagao.
Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento
da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos
procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal
comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicao,
bem como as indenizagbes legalmente estabelecidas. No entanto, cabe
lembrar que neste estudo o risco € minimo, sendo apenas o de uma coleta
de amostrade sangue da veia do brago como é feito na rotina.

Coleta e guarda de material na forma de repositério - O sangue
coletado para este estudo sera armazenado de acordo com a resolucéo
441/2011 e sera destruido apds otérmino do estudo.

Garantimos que sua identificacdo pessoal sera preservada e que seus
resultados serdo fornecidos a vocé assim que a pesquisa estiver
finalizada.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.

Os principais investigadores sdo a Dra. Myrthes Anna Maragna Toledo
Barros e Carla Silva da Silveira que podem ser contatados na Av. Dr.
Enéas de Carvalho Aguiar, 155 (PAMB) — 5° andar — Bloco 4B, (11)
2661-9571 ou PAMB Bloco 3, 8° andar, 2661-6225 ou 2661-7976 ou
Instituto Central, 6° andar, sala 6118, 2661-6016.

Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548,



(11) 2661-1549; e-mail:
cappesqg.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Associag¢ao entre
25- hidroxivitamina D e atividade arilesterase da PON1 em pacientes
com imunodeficiéncia comum variavel”.
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Eu discuti as informagdes acima com a Pesquisadora Responsavel (Dr.
Esper Georges Kallas) ou pessoa (s) por ela delegada (s) (Carla Silva
da Silveira) sobrea minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim o0s objetivos, 0s procedimentos, 0s potenciais
desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um
via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do paciente/representante legal Data
....... looiiid ...

Assinatura da
testemunha
Data

....... [

Para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiénciaauditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a
participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo
estudo
Data

....... loiidc.

DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE
IDENTIFICACAQO)DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
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RESPONSAVEL LEGAL

1.NOME
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee SEXO:MoFo
DATA NASCIMENTO: ........ [ l......
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APTO: e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador
BIC.) i,

DATA NASCIMENTO..: ...... [...... l......

ENDERECO:
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