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oxigénio;
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Imunoglobulinas

O impacto da fibrose cistica no perfil imunolégico de pacientes pediatricos

Resumo

Objetivo: Comparar o estado imunologico de 44 pacientes pediatricos com fibrose cistica
(FC) a um grupo-controle formado por 16 individuos saudaveis.

Métodos: Foram selecionados para o estudo pacientes com FC com idade entre 3 e 12
anos, apresentando um escore clinico moderado e bom. Foram avaliados a glutationa
eritrocitaria, a producao de espécies reativas de oxigénio, citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-8,
IL-6, IL-10) em culturas de células mononucleares do sangue periférico em condicdes
espontaneas e estimuladas por BCG ou PHA, a concentracao sérica de TGF-B2, IgA, IgG,
IgM, IgE e IgA salivar.

Resultados: A producao espontanea de TNF-a, IL-6 e IL-10, a producao de IL-6 estimula-
da por PHA e TGF-B2, IgA e IgG séricas aumentaram em amostras de pacientes com FC.
Individuos saudaveis tiveram uma producdo mais elevada de TNF-a. em resposta a BCG.
Conclusdo: Apesar de os pacientes com FC parecerem clinicamente estaveis, os resul-
tados de seus exames de sangue periférico mostraram que houve um impacto sobre o

sistema imunologico.

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

A fibrose cistica (FC) é a doenca mendeliana grave mais
comum na infancia; possui uma natureza autossomica reces-
siva e € mais comum em caucasianos. O gene da FC codifica
uma proteina com 1.480 residuos de aminoacidos, identifi-
cados como Regulador de Condutancia Transmembranar de
Fibrose Cistica (CFTR). Esta proteina esta presente prin-
cipalmente em células epiteliais das vias aéreas, no tra-
to gastrointestinal, nas glandulas sudoriparas e no sistema
geniturinario. ACFTR atua como um canal de cloreto encon-
trado na membrana apical das células epiteliais, possuindo
ainda outras funcdes reguladoras importantes. As mutacdes
no gene podem levar a auséncia ou mau funcionamento da
CFTR, contribuindo com o desenvolvimento da FC.'?

Ha um consenso de que os neutroéfilos e a existéncia de
mutacao no gene CFTR desempenham um papel na infla-
macao caracteristica da FC. O aumento na reabsorcdo de
sodio nas células epiteliais causa uma producdo elevada
de ATP (trifosfato de adenosina) e, consequentemente, um
aumento de peroxido de hidrogénio intracelular e espécies
reativas de oxigénio (ROS) mitocondriais. Assim, existe a
possibilidade de a producado de ROS ser responsavel pelo
inicio e manutencao do processo inflamatério, em que a
producao excessiva de ROS ativa a via do fator nuclear
kappa-B (NF-kB) e aumenta a transcricao de citocinas pro-
inflamatorias que poderdao aumentar a producao de ROS,
perpetuando o ciclo repetitivo.3#

O defeito na neutralizacdo de ROS também pode ser res-
ponsavel pelo estresse oxidativo na FC. A CFTR também esta
envolvida no transporte de glutationa (GSH) para as células
epiteliais e, assim, existe a possibilidade de o transporte de
GSH ser deficiente nas células epiteliais de pacientes com FC.
A GSH também previne a degradacdo do inibidor de NF-kB
(I-kB) e, portanto, baixos niveis de GSH intracelular poderao
promover a ativacao do NF-kB, aumentando ainda mais a con-
centracdo de citocinas pré-inflamatorias, reduzindo, conse-
quentemente, a producao das citocinas anti-inflamatorias.*

Varios estudos mostraram que a inflamacao nao possui
apenas um efeito local, mas também sistémico, e a melho-
ria do quadro clinico dos pacientes resulta principalmente
de um melhor entendimento do curso natural da doenca,
principalmente da inflamacao. Nesse contexto, o objetivo
do estudo foi avaliar a resposta inflamatéria e o perfil imu-
noldgico de pacientes com FC com idade entre trés e 12
anos e um escore clinico entre moderado e bom.

Métodos

Este estudo transversal foi realizado entre janeiro de 2009
e marco de 2010. Os critérios de inclusdo de pacientes com
FC foram: diagndstico de FC confirmado por dois exames
mostrando elevadas concentracdes de sodio e cloreto e/
ou identificacao de dois alelos mutantes no gene CFTR,
pacientes entre trés e 12 anos vacinados com a BCG e esco-
re de Shwachman entre moderado e bom.

Com relacao ao grupo-controle saudavel, os critérios de
inclusao foram: idade entre 3 e 12 anos, auséncia de mani-
festacoes clinicas da doenca, nenhum histérico familiar de
doenca cronica e ter recebido a vacina BCG. Os critérios de
exclusdo do grupo controle foram: uso de anti-inflamato-
rios, queixa de febre ou qualquer lesao uma semana antes
da coleta de sangue.

Os pais ou responsaveis legais das criancas foram informa-
dos dos objetivos e métodos utilizados na pesquisa, estando
cientes dos procedimentos e desconfortos aos quais as criancas
seriam submetidas, e, dispondo de livre arbitrio e sem serem
submetidos a coercao, foram solicitados a assinar o Termo
de Consentimento. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas (n° 538/2008).

A pesquisa foi realizada com pacientes do Ambulatério de
Fibrose Cistica, Hospital de Clinicas da UNICAMP, Campinas,
Sao Paulo, Brasil. Dentre os pacientes, 52 satisfizeram os
critérios de inclusao e 44 concordaram em participar. No que
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diz respeito ao grupo de criancas saudaveis, elas também
foram recrutadas em Campinas, Sao Paulo. Foram convida-
das a participar da pesquisa 21 criancas, porém apenas 16
estavam atendiam os critérios de inclusao estabelecidos.

Coleta de sangue e saliva

As coletas de amostras foram realizadas pelo Departamento
de Patologia Clinica, Hospital de Clinicas da UNICAMP. Foram
coletados 18 mililitros de sangue venoso periférico apenas
uma vez, por meio de técnicas padronizadas em tubos ade-
quados para cada procedimento, apos, no minimo, quatro
horas de jejum. Um milimetro de saliva foi coletado com
pipeta de Pasteur de plastico e estéril. Foi solicitado aos
pacientes que fizessem a higiene oral, enxaguando com agua
pura. Apos a coleta, aliquotas de saliva foram centrifugadas
a 1G por 7 minutos e armazenadas a -80°C até a analise.

Hemograma completo

A contagem geral e diferencial de células sanguineas foi
realizada por meio do dispositivo de Diagnostico da Roche,
Cobas-Argos 5 Diff, no Departamento de Patologia Clinica,
Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Glutationa reduzida em eritrocitos

O teste foi realizado utilizando-se uma pequena modifi-
cacao no método descrito por Beutler.> Duzentos microli-
tros (200 pL) de sangue periférico EDTA foram lisados com
1,8 mL de agua destilada. Entdo, 2 mL de solucao de aci-
do metafosforico a 1,67 por cento foram adicionados e a
mistura foi filtrada. Foram adicionados 4 mL de solucao
Na,HPO, 0,3 mol em 1 mL do filtrado claro e lidos a 412 nm
em um espectrofotometro Beckman. Uma segunda leitura
de densidade otica foi feita apds o acréscimo de 100 mL de
solucdo de acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) aos
filtrados. Os resultados foram expressos em mg/dL.

Producao de espécies reativas de oxigénio
por granulécitos

As medicbes foram realizadas pela técnica modificada de
Emmendorfferet al.® e Richardsonet al.” Foi utilizada dihi-
drorodamina 123 (DHR 123) para quantificar a producao de
ROS estimulada por Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)
pelos granuldcitos do sangue periférico. Apos a lise dos eri-
trocitos, os eventos foram adquiridos em um citometro de
fluxo Epics XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA). Foram utilizados
dispersores frontal e lateral para controlar os granuldcitos.
A producao basal de ROS foi determinada como o percentual
de eventos fluorescentes sem estimulo de PMA. A producao
de ROS estimulada por PMA foi mensurada pela razao da
fluorescéncia média dos granuldcitos estimulados por PMA
pela fluorescéncia média dos granulocitos nao estimulados.

Concentracao de citocina no sobrenadante
da cultura

A analise da producdo de citocina foi realizada pela
cultura de células mononucleares do sangue periférico

(CMSP), modificadas a partir do protocolo de Gaineset
al.® Bacilos de Calmette-Guérin (BCG) liofilizados (ampo-
las de vacina Moreau Rio de Janeiro) foram recém-
reconstituidos com o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma,
EUA) e utilizados a 5x10%> UFC/mL. Fito-hemaglutinina
(PHA, Sigma, EUA) foi utilizada como controle positivo a
7,5 pyg/mL. As CMSP foram diluidas a 2x10¢ células/mL
em RPMI complementado e incubadas por 48 horas (37
°C) em placas para cultura de tecidos com 96 pocos de
fundo redondo com BCG, PHA ou s6 o meio. Os sobrena-
dantes das culturas foram coletados e armazenados a
-80 °C para Teste de Imunoadsorcao Enzimatica (ELISA).
comerciais (DuoSet, Sistemas RD, EUA) foram utiliza-
dos para mensurar o interferon-gama (IFN-y), o fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as concentracdes de
interleucinas (IL-10, IL-8 e IL-6), conforme recomendado
pelo fabricante. Todas as amostras e os pontos das cur-
vas padronizadas foram mensurados em duplicidade. Os
resultados foram expressos em pg/mL.

Concentracao do fator transformador
do crescimento b2 em soro sanguineo

A dosagem de fator transformador do crescimento 2 (TGF-
B2) foi realizada pelo teste ELISA (DuoSet, RD Systems,
EUA). Os ensaios foram realizados de acordo com os pro-
tocolos do fabricante. Os resultados foram expressos em
pg/mL.

Imunoglobulinas séricas (IgA, IgG, IgM e IgE)
e IgA salivar

A determinacdo da concentracao sérica das imunoglobu-
linas (IgA, IgG, IgM, IgE) e de IgA salivar foi realizada por
nefelometria.

Analises estatisticas

Todos os resultados foram avaliados utilizando o software
SPSS® para Windows (Versao 7.5.1, EUA) e as analises
dos dados por meio de testes Student, Mann-Whitney e
Spearman. A relevancia foi definida como o valor de p <
0,05. O software GraphPad Prism (Versao 4.0, GraphPad
Software, EUA) foi utilizado para representar a GSH, a pro-
ducao de ROS e os dados graficos das citocinas e imunog-
lobulinas.

Resultados

Participaram deste estudo 44 criancas com FC e 16 individuos
saudaveis pareados por idade. A Tabela 1 mostra as caracte-
risticas dos pacientes com FC e dos individuos saudaveis.

Conforme ilustrado na Tabela 1, os pacientes com FC e os
individuos saudaveis foram pareados por idade. Com relacéao
a colonizacao das vias aéreas dos pacientes, houve uma pre-
valéncia elevada de colonizacéo por , uma presenca relativa-
mente elevada de e mucoide e baixa incidéncia de

A média dos valores da quantidade de leucocitos e eri-
trocitos nos grupos de controle de pacientes com FC e de
pacientes saudaveis é apresentada na Tabela 2.
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Tabela 1

Caracterizacao do grupo de pacientes com fibrose cistica e do grupo-controle saudavel.

Variaveis do estudo

Pacientes com FC (n = 44)

Individuos saudaveis (n = 16)

Idade (meses)

Sexo (feminino/masculino) 22/22
Escore de Shwachman 75 (40-85)°
Insuficiéncia pancreatica 44
Doenca hepatica 17
Diabetes 3
AF508 homozigoto 14
AF508 heterozigoto / R1162X 2

1
AF508 heterozigoto / N1303K 1
AF508 heterozigoto / G542X 23

4
AF508 heterozigoto/ Desconhecido 34

16
Staphylococcus aureus 11
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa mucoide 3

Burkholderia cepacia

101,18 + 38,42

99,63 + 31,62
12/4

CFTR, regulador de condutancia transmembranar de fibrose cistica.

2Dados paramétricos: significa + o desvio-padrao.
®Dados nao paramétricos: média (minimo-maximo).

Tabela 2 Gldbulos brancos e globulos vermelhos em pacientes com fibrose cistica e no grupo de individuos saudaveis.

Variaveis Pacientes com FC

GB (x103/mm3)
LINFO (x10%)
MONO (x103)

9,91 (5,45-22,38)
3,89 (2,27-6,67)
0,65 (0,11-3,44)

NEU (x10?) 4,82 (2,18-11,28)
GV (x10¢/mm?) 4,91 (4,18-5,74)
HCT (%) 39,5 (34,1-45,3)
CH (g/dL) 13,05 (11,4-15,2)
HCM (pg) 27,1 (20,8-29,9)
CHCM (g/dL) 33,4 (29,7-35,3)
VCM (fL) 80,75 (69-88,1)

Individuos saudaveis p*
6,39 (1,79-8,66) < 0,001
2,79 (1,92-4,99) 0,006
0,42 (0,24-0,91) 0,003
3,13 (1,44-5,06) 0,001
4,82 (4,17-5,24) 0,087
40,55 (34,1-45) 0,366
13,35 (11,1-14,8) 0,503
28,4 (24,2-30,7) 0,011
33 (30,5-34,5) 0,375
85,1 (79,2-89,7) < 0,001

Dados expressos em média (minimo - maximo).

CH, concentracédo de hemoglobina; CHCM, concentracao de hemoglobina corpuscular média; GB, globulos brancos; GV, glébulos
vermelhos; HCM, hemoglobina corpuscular média; HCT, hematocrito; LINFO, linfocitos; MONO, mondcitos; NEU, neutrofilos; VCM,

volume corpuscular médio.
*Teste de Mann-Whitney

A quantidade de leucdcitos totais foi maior no grupo de
pacientes com FC. A hemoglobina corpuscular média (HCM)
e o volume corpuscular médio (VCM) foram ambos menores
nas criancas com FC.

A glutationa nos eritrocitos, a producao basal de ROS e
a producao de ROS estimulada por PMA sao mostradas na
Figura 1. A GSH eritrocitaria, a producao basal de ROS e a
producao de ROS estimulada por PMA nao diferem entre os
grupos de pacientes saudaveis e os de com FC.

A Figura 2 mostra a concentracao das citocinas (TNF-a,
IFN-y, IL-8, IL-6 e IL-10) nos sobrenadantes das culturas de
CMSP, TGF-B2 e imunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM e IgE) de
pacientes com FC em comparacgao a criancas saudaveis.

Os pacientes com FC apresentaram uma producao espon-
tanea significativamente maior de IL-6, TNF-a, IFN-y e

IL-10 que os individuos saudaveis. A producao de IL-6 esti-
mulada por PHA também foi maior em pacientes com FC.
As criancas saudaveis apresentaram uma maior producao
de TNF-a em CMSP estimuladas por BCG em comparacao a
pacientes com FC. No que diz respeito a outras condicoes
de cultura, nao houve diferenca entre os dois grupos estu-
dados. A concentracao de TGF-f2 no soro sanguineo dos
pacientes com FC foi maior que em criangas saudaveis.

As concentracdes de IgA e IgM foram maiores em pacien-
tes com FC, em comparacao a individuos saudaveis. No que
diz respeito a IgG e IgE, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos.

A IgA salivar ndo mudou entre os dois grupos, com média
de 7 mg/dL (de 1,3 a 52,5 mg/dL) para pacientes com FC e
7,8 mg/dL (de 1,8 a 14,8 mg/dL) para criancas saudaveis.
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Figura 1 GSH nos eritrdcitos, producao basal de ROS e pro-
ducao de ROS estimulada por PMA de pacientes com FC (H) e
criancas saudaveis (#). (A) Concentracao de GSH nos eritroci-
tos (mg/dL), em pacientes com FC (H) n = 42 e normais (4) n =
16; (B) % (percentual) de producao basal de ROS, em pacientes
com FC (H) n = 44 e normais (4) n = 16 (C); producao de ROS
estimulada por PMA, em pacientes com FC n = 44 e normais ()
n = 16. Em todas as analises, p > 0,05. FC, fibrose cistica; GSH,
glutationa; PMA, forbol 12-miristato 13-acetato; ROS, espécies
reativas de oxigénio.

Houve uma correlacao positiva entre o Escore de
Shwachman e a producao de IL-6 em CMSP estimuladas
por BCG (p = 0,04) e entre a producao de IFN-y em CMSP
estimuladas por BCG (p = 0,03) e as concentracoes de IgA
salivar (p = 0,02). Houve uma correlacao negativa entre o
Escore de Shwachman, a concentracao de IgM em soro (p =
0,04) e a concentracao de IgG em soro (p = 0,004).

Discussao

Analisando a producdo de ROS por granulécitos perifé-
ricos, verificamos que pacientes com FC nao mostraram
diferencas na producao basal ou estimulada em relacao ao
grupo de criancas saudaveis. Diferentemente desses dados,
os niveis de ROS de duas linhas celulares epiteliais do pul-
mao humano com FC estavam elevados em comparacao a
dois controles sem FC.® O aumento da oxidacao no epitélio
respiratorio resulta diretamente do nao funcionamento da
CFTR ou, indiretamente, da infiltracdo de células inflama-
torias que produzem uma grande quantidade de peroéxido
de hidrogénio, bem como de um sistema antioxidante defi-
ciente incapaz de controlar a producao de ROS.?

Em nosso estudo, observamos que a concentracao de
glutationa em eritrdcitos periféricos de pacientes com FC
nao foi diferente do grupo de individuos saudaveis. Outros
autores divulgaram dados semelhantes, juntamente com
uma relacao inversa entre a GSH eritrocitaria e a funcao
pulmonar em pacientes adultos com FC.'"® A mesma corre-
lacao foi identificada entre GSH linfocitaria e a funcao pul-
monar de criancas com FC." Na porcédo apical do epitélio
respiratorio, foi observada uma reducdo de GSH e a CFTR
foi responsavel pelo transporte anormal desse tripeptideo,
0 que pode indicar o envolvimento da CFTR na manutencao
do estado redox das vias aéreas.

Esse desequilibrio entre agente oxidante/antioxidante
associado ao metabolismo prejudicado das citocinas intra-
celulares de Ca? e pro-inflamatodrias ativa os receptores
do tipo toll (TLR) nas células epiteliais. A consequéncia é
a ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB) e da proteina
ativadora-1 (AP-1), resultando na transcricao de citocinas
pro-inflamatoérias, levando ao agrupamento de neutrofilos e
macrdfagos na regidao, aumentando a producao de ROS.3

Conforme mostrado neste relatorio, a producao de TNF-a.
estimulada por BCG em culturas de CMSP foi menor nos
individuos com FC. Entretanto, a producao espontanea de
células desta citocina foi maior nos pacientes com FC. Esses
resultados podem indicar fraca memoria celular para BCG
em pacientes com FC. Por outro lado, a concentracao séri-
ca d TNF e -a em adultos e adolescentes com FC foi maior
que em individuos normais. '

A concentracao de TNF-a no fluido do lavado broncoal-
veolar e no escarro de criancas e adultos com FC foi eleva-
da em comparacéo a individuos saudaveis'"’. Criancas com
FC cronicamente infectadas com tiveram maiores niveis de
TNF-a em seu escarro.™®

O IFN-y esta intimamente envolvido no processo inflama-
torio e na funcdo pulmonar dos pacientes com FC. Os resul-
tados mostrados aqui revelam que ha uma diferenca com
relacdo a producao espontanea de IFN-y entre individuos
normais e pacientes com FC, e que ha uma correlacao posi-
tiva entre o Escore de Shwachman e a producao de INF-y
em CMSP estimuladas por BCG. Em um estudo realizado
por Moseret al.,' baixas quantidades de IFN-y e altas quan-
tidades de IL-4 foram observadas em CMSP de pacientes
com FC infectados cronicamente por , quando comparadas
a pacientes adultos nao infectados. Na biopsia bronquica
de pacientes com FC, uma maior concentracao de IFN-y foi
associada a uma doenca menos agressiva, ao passo que uma
menor expressao foi associada a pacientes que apresenta-
vam doenca pulmonar aguda com exacerbacdes frequen-
tes.? Portanto, pacientes com FC com alta concentracao de
IFN-y e resposta predominante de células T auxiliares tipo 1
(T,1) possuem melhor fungao pulmonar.

No estudo mencionado neste trabalho, nenhuma dife-
renca na producao de IL-8 a partir de culturas de CMSP
foi demonstrada entre pacientes com FC e individuos sau-
daveis. Uma alta concentracao de IL-8 foi identificada no
fluido do lavado broncoalveolar de pacientes com FC, mes-
mo quando nao havia infeccdo.™ Contudo, outros estudos
identificaram concentracoes elevadas significativas apenas
em pacientes que mostraram menor funcao pulmonar.? A
concentracao de IL-8 no escarro também aumentou confor-
me mostrado em varios estudos. 6"



Immunologic profile of cystic fibrosis patients

45

A
— P
€ 12.000 r |
< 1
g 9.000 ;‘}
LE 6.000 - % :
3.000 g +T o
z = azzsl
= 0 e = ﬁ
BCG PHA
C
—_ 1,0x1%8 +
= - + -
£ 7,5x1% -t L.
2 - . N
5 0% . e =
bl Loaar
N 2mae s T o 2
= - +
0,0x1-00 Lot B : G
Espontaneo BCG PHA
E
6.500
T 4000 ].
S
>
& 2500 - .
‘C_> [ - + s
N - i T .
= .
z . . L
= S EBW O & e
Espontaneo =~ BCG  PHA
G «
|- - - - - - - - === 1
5 ! !
= 500
=) 400
=)
®E 300
2% 4
SE w41t
° 100 %:;I
< 0 -
=)
I *k
o 1 -------=-=-=-- 1
2 300 | I
5
2
ST 200 .
02 +t
2o o
gE 10 4%
o ++
c
s 0
k=)

=)

IFN-y (pg/mL)

o

TNF - 6 (pg/mL)

-n

TGF - B2 (pg/mL)

I

[

IgE no soro sanguineo
(IU/dL)

IgA no soro sanguineo
(mg/mL)

2.000
1.500
1.000

.E_ +I+
500 mwizg M
++ 1 +
400 +
- + - +
200 - e et
. -t e Bt
Espontaneo BCG PHA
250.000 i * -
150.000 =
. -
100.000 - -
- . .
= T H
i Mt i
H —
BCG PHA
*
300 |j—————=====-- 1
- 1
.
200 N
.
100 - et
T
0 Lot
3.000
2.000 +
M
+4t
1.000 Fa
++
0
3.000
.
2.000
1.000
e
O +

Figura 2 Concentracdo de citocina no sobrenadante da cultura de CMSP (TNF-a, IFN-y, IL-8, IL-6 e IL-10) e concentracéo sérica
de TGF-B2 e imunoglobulina (IgA, IgG, IgM e IgE) em pacientes com FC (M) e criancas saudaveis (¥). A producdo de citocina no
sobrenadante da cultura de CMSP foi realizada em culturas nao estimuladas (espontaneas), estimuladas por BCG ou PHA, por 48
horas. (A) Producao de TNF-a (pg/mL); (B) producao de IFN-y (pg/mL); (C) producao de IL-8 (pg/mL); (D) producao de IL-6 (pg/
mL); (E) producéo de IL-10 (pg/mL); (F) concentracao de TGF-B2 (pg/mL) no soro sanguineo; (G) concentracao sérica de IgA (mg/
dL); (H) concentracédo sérica de 1gG (mg/dL); (I) concentracdo sérica de IgM (mg/dL); (J) concentracado sérica de IgE (IU/dL).
0 teste estatistico foi o Mann-Whitney em * p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. BCG: bacilos de Calmette-Guérin; CMSP, células
mononucleares do sangue periférico; IFN-y, interferon-y; IgA, IgG, IgM, IgE, imunoglobulinas; PHA, fito-hemaglutinina; IL-10, IL-8
e IL-6, interceulinas; TGF-p2, fator transformador do crescimento-f2; TNF-«, fator de necrose tumoral-o..
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Nossos resultados revelaram que, em culturas de CMSP
em pacientes com FC, houve maior producdo espontanea
de IL-6, bem como em resposta ao PHA, e houve uma corre-
lacao positiva entre o Escore de Shwachman e a producao
de IL-6 em CMSP estimuladas por BCG. Durante a exacer-
bacdo e o periodo de estabilidade clinica, a concentragao
sérica de IL-6 em pacientes adultos com FC aumentou, e
somente apos o tratamento com antibioticos os niveis séri-
cos de IL-6 voltaram ao normal.2 A concentracao de IL-6
no fluido do lavado broncoalveolar aumentou em pacientes
com FC infectados com , similar ao que ocorreu com indivi-
duos normais nao infectados.' No escarro, os niveis de IL-6
foram significativamente mais baixos em pacientes com FC
em comparacao a individuos saudaveis. As IL-6 tém efeitos
inflamatorios e anti-inflamatorios.?

Em nosso estudo, encontramos maior producao de IL-10
em condicoes espontaneas e condicoes estimuladas por
PHA em culturas de CMSP de pacientes com FC. O baixo
nivel de IL-10 também foi observado em culturas de CMSP
de individuos com FC, na presenca do toxoide tetanico
em comparacdo a individuos saudaveis.?* Bonfieldet al.,
em 1995," foram os primeiros a mostrar que os niveis de
IL-10 no fluido do lavado broncoalveolar de pacientes com
FC eram significativamente menores em individuos sau-
daveis.

No estudo aqui relatado, os niveis de TGF-B2 no soro
sanguineo de pacientes com FC estavam acima daqueles
apontados em individuos saudaveis. Na bidpsia bronquica
de pacientes com FC, também foi encontrada uma maior
expressao de TGF-f1 em pacientes com doenca pulmonar
leve, ao passo que a concentracao foi relativamente mais
baixa em pacientes com frequente exacerbacao.? Com
relacdo a niveis plasmaticos de TGF-B1, niveis normais
foram encontrados em pacientes com funcao hepatica nor-
mal e niveis baixos em pacientes com doencas hepaticas.?

A maior producao celular espontanea de IL-10 e a maior
concentracao de TGF-B2 no soro de pacientes com FC em
relacdo a criancas normais poderiam ser uma resposta de
adaptacao ao estado inflamatorio que ocorre nessa doenca,
uma vez que essas duas citocinas sao consideradas modu-
ladores de inflamacao importantes. No que diz respeito a
esses resultados, as taxas normais de producao de ROS por
granuldcitos e a concentracao de glutationa em eritrocitos
em pacientes com FC sao justificaveis.

Nossas conclusdes revelaram que os niveis de IgA salivar
em pacientes com FC nao diferiram daqueles em pacientes
saudaveis, e houve uma correlagao positiva entre o Escore
de Shwachman e as concentracoes de IgA salivar. Alguns pes-
quisadores relataram niveis elevados de IgA sérica e niveis
normais de IgA salivar,? ao passo que outros documentaram
um maior nivel de IgA salivar e sérica em pacientes com FC,
em comparacao a individuos saudaveis.?

A maioria dos pacientes com FC avaliados nesta pesquisa
mostrou niveis séricos de IgA, 1gG e IgM dentro dos parame-
tros de normalidade, contudo, em comparacao a individuos
saudaveis, foi verificado que a concentracdo de IgA e IgM
séricas foi maior em pacientes com FC e, também, que
houve uma correlacao negativa entre o Escore Shwachman
e a concentracao de IgM e 1gG no soro. Alguns autores mos-
traram maiores concentracoes de IgA, IgG, IgM séricas em
pacientes com FC que em individuos normais ou asmaticos;

além disso, os niveis de 1gG e suas subclasses apresentaram
correlacdo com os niveis de IgA.%

Em um estudo com 419 pacientes com FC, foi aponta-
do que os pacientes com menos de 10 anos de idade apre-
sentaram reducao de IgG, contudo, individuos mais velhos
apresentaram niveis normais ou mais elevados. Os autores
concluiram que, com a evolucao da doenca pulmonar, esses
pacientes se tornam mais suscetiveis a desenvolver hiperga-
maglobulinemia.?’ Resultados semelhantes foram obtidos em
um estudo prospectivo de cinco anos, no qual a hipogamag-
lobulinemia G foi associada ao peso ideal para a idade, um
nimero menor de internagdes por exacerbagdes pulmona-
res, menos colonizacdo por e, consequentemente, menor
reducao da funcao pulmonar com o passar do tempo.3°

Pacientes com FC sofrem de colonizacao das vias aéreas
e infeccao por uma diversidade de organismos, nos quais as
respostas imunes do hospedeiro levam a inflamagéao cronica
e insuficiéncia respiratoria.’' e micobactéria nao tubercu-
losa (MNT) estdao entre esses patogenos oportunistas.3? Os
pacientes com FC, neste estudo, apresentaram uma preva-
léncia elevada de colonizacao por (77%) e (36%), e varios
desses ja foram colonizados por mucoide. A infeccao por
afeta a longevidade de pacientes com FC.3 Inicialmente, a
infeccao ocorre em periodos diferentes e é nao-mucoide.
Com o tempo, a se torna mucoide e pode levar a formagao
de biofilme, com resisténcia elevada a acao de antibioticos
e respostas imunes inatas.

Nossos resultados mostraram que pacientes com FC pos-
suem diversas alteracdes pequenas, porém significativas,
em comparagao a criangas saudaveis, como uma quanti-
dade maior de leucécitos totais, maior producao esponta-
nea de interleucinas pré-inflamatérias IL-6, TNF-a, IFN-y,
bem como mediadores anti-inflamatérios IL-10 e TGF-p2.
Esses mediadores sao importantes para impedir a entrada
do patogeno na corrente sanguinea e que ele se espalhe,
por meio do sangue, para os Orgaos de todo o corpo. As
maiores concentracdes séricas de IgA e IgM entre nossos
pacientes com FC podem ser devidas a essa resposta imune
adaptativa que tem falhado em controlar adequadamente
a infeccao pulmonar e a evolucao da doenca pulmonar
cronica. Adicionalmente, os fatores de risco exatos para
infeccao por micobactéria nao tuberculosa continuam, em
grande parte, desconhecidos. A capacidade de controlar a
infeccao por intracelular depende da imunidade celular e
da geracao de uma forte resposta das células T auxiliares
tipo 1 (T,1) ao TNF-a ou IL-18.3° A menor producao de
TNF-o a partir de cultura de CMSP estimuladas por BCG
observada em pacientes com FC pode estar associada ao
maior risco de infeccao por micobactéria nao tuberculosa.
Entender esses aspectos sera essencial para o desenvolvi-
mento de melhores terapias para FC.* E necesséaria pes-
quisa adicional para esclarecer os possiveis mecanismos
envolvidos na inflamacao da FC e seu impacto sobre os
resultados clinicos.

Concluséao

Foi verificada maior producao espontanea de TNF-c, IL-6,
IL-10 e concentracao de IL-6 estimulada por PHA em cul-
turas de CMSP de pacientes com FC, bem como maior con-
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centracao de TGF-B2, IgA e IgM em seu soro. Por outro lado,
individuos saudaveis tiveram um aumento na producdo de
TNF-o estimulada por BCG. Portanto, concluimos que, mes-
mo em pacientes com FC clinicamente estaveis, ocorre um
maior estimulo do sistema imunoldgico (imunidade humoral
e celular) em comparacao a individuos saudaveis.
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