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Resumo:

O presente estudo visa, através de uma revisdo sistematica da literatura
cientifica, verificar qual das metodologias utilizadas para quantificacdo de subclasses
de 1gG, como teste de triagem para Imunodeficiéncia Primaria com Predominancia de
Defeito de Anticorpos (IDPDA) é a mais adequada para a rede SUS, num contexto de
um sistema de referéncia. Para tanto, a literatura cientifica recuperada através da
busca direcionada foi analisada, verificando ndo somente as diferentes indicacdes
diagnésticas e os aspectos técnicos proprios de cada estudo, mas recuperando,
sempre que possivel os dados originais, que possam subsidiar futuros estudos
comparativos entre os varios métodos descritos. Considerando que as metodologias
sao dispendiosas, mas diferem nos detalhes das suas execucdes, 0 presente estudo
prop8e uma recuperacao, andlise, avaliacdo e comparacdo da literatura cientifica,
referente a esses diferentes métodos de dosagem laboratorial, tais como;
Nefelometria, ELISA e Imunodifusdo radial e contribuindo para fundamentar essa
discussdo. A portaria numero 495, 09/2007, do MS aprovou o protocolo clinico e
diretrizes terapéuticas (PCDT) da IDPDA, que correspondem a 50% de todas as IDPs,
apresentando critérios de inclusao e excluséo, para regulamentar a distribuicdo de Ig
humanas aos pacientes portadores de IDP, os quais destacam que as subclasses de
IgG devem ser dosadas quando ha indicacao clinica. O objetivo geral deste estudo foi
realizar uma revisao sistematica para: identificar, selecionar, recuperar e analisar a
literatura cientifica internacional sobre padronizagcdo de métodos laboratoriais de
determinacdo das Subclasses de IgG, no contexto da triagem de pacientes com
IDPDA.Especificamente procuramos: a) identificar, com base nesta analise, o(s)
método(s) laboratorial(is) mais adequados para a utilizacdo, em nossas condi¢cdes
institucionais, com a finalidade de quantificacdo de subclasses de 1gG, nas IDPDA; b)
Recuperar da literatura analisada, sempre que possivel, os dados necessarios, para
definir os intervalos de referéncia, baseados nos diferentes métodos laboratoriais, em
uso, para a quantificacdo de subclasses de IgG, nos individuos sadios, visando o
diagnéstico das deficiéncias de subclasses de IgG. Para isso fizemos levantamento de
artigos cientificos nas bases de dados Pubmed, MEDLINE-Bireme, EMBASE -
BIOMEDICAL ANSWERS, Cochrane Library, SciELO, LILACS, Banco de Tese da
CAPES, Biblioteca Digital da Universidade de Sado Paulo (USP), e o Portal de Teses e
Dissertacdes em Saude Publica da FIOCRUZ. Na base Pubmed a busca foi referente
aos anos de 1980 a 2011. Os documentos identificados tiveram seus titulos e resumos
avaliados por dois revisores independentemente, aplicando como critério de inclusédo
estudos que avaliassem as quantidades das subclasses de IgG em individuos
saudaveis, de seis meses a 18 anos, utilizando qualquer metodologia, com qualquer
tipo de desenho de estudo e que permitissem definir as faixas de valores de referéncia
para as populacdes estudadas.A analise dos estudos selecionados mostrou variagfes
importantes entre os estudos, mesmo quando comparamos a mesma faixa etaria e a
mesma metodologia. As variacdes tém maiores conseqiéncias para a interpretacao
dos exames quando se trata de 1IgG3 e IgG4, cujas concentragbes seéricas séo
menores, especialmente pela proximidade entre o valor inferior da normalidade e o
limite da sensibilidade dos métodos empregados. A analise também ressalta a relativa
caréncia de estudos de padronizacdo na populacdo brasileira, especialmente aqueles
qgue utilizem metodologias e padrbes adotados correntemente nos centros de
referéncia internacionais.

Palavras-chaves: Imunoglobulina G, Nefelometria e turbidimetria/métodos,
Deficiéncia de 1gG, ELISA, Imunodifuséo, Valores de referéncia, Sindromes de
imunodeficiéncia.
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Abstract:

The goal of this study was to define, through a systematic search of the
scientific literature, which of the methodologies currently used to quantify IgG
subclasses was most appropriate as a screening test for Primary Immune Deficiency
(PID) with predominance of antibody defects (PIDPAD) to be enforced by the public
health system in the context of a reference laboratory. To this aim, the scientific
references recovered from a targeted search were analyses, as to the different
diagnoses and the technical variables included in individual studies, and extracted
whenever possible with respect to the original data, for comparing the performance of
different methods. As these different methodologies are usually expensive, and differ
considerably in the operation details, this study proposes to recover analysis and
compare the scientific references concerning these different laboratory methods
(Nephelometry, ELISA, and Radial immunodiffusion), thereby contributing to a
discussion based on objective evidence. Through its regulation number 495, dated
September 2007, the Brazilian Ministry of Health approved a clinical protocol for
therapy of PIDPAD, which amount to one-half of all PID, presenting criteria for inclusion
and exclusion that allow regulation of human Ig dispensation to PID patients, for which
IgG subclass guantification must accompany clinical indication. Our general goal was
to perform a systematic review to: identify, select and analyses the international
scientific literature on standardization of laboratory methods for IgG subclass
quantitation, in the context of PIDPAD investigation. Specifically, we: a) identified the
laboratory methods most adequate for use in our institutional setting, for IgG subclass
quantitation; b) recovered from the references analyzed, whenever possible, the
original data that could be used to define reference values in healthy subjects, and
therefore identify patients with 1gG subclass deficiency. To this end, we searched the
following databases: Pubmed, MEDLINE-Bireme, EMBASE - BIOMEDICAL
ANSWERS, Cochrane Library, SciELO, LILACS, Banco de Tese da CAPES,
Biblioteca Digital da Universidade de S&o Paulo (USP), and Portal de Teses e
Dissertacdes em Saude Publica da FIOCRUZ. At Pubmed, the search covered the
period 1980-2011. The retrieved references were examined by two independent
reviewers, for application of the following inclusion criteria: studies that evaluated IgG
subclass levels in healthy subjects, aged 6 months to 18 years, through any of the
available methodologies, with any of the current study designs, so as to define
reference values for the populations studied. The analysis of the selected references
unveiled important variations among studies, even when the same age ranges and the
same methods were compared. These variations had important implications for the
interpretation of laboratory tests, in the case of IgG3 and IgG4, which have lower
serum levels, especially because a narrow window was observed between the lower
limit of the normal range and the lower limit of detection of the assays. Our analysis
also highlighted the scarcity of standardization studies concerning the Brazilian
population, especially those using the methods and standards currently adopted at
reference centers abroad.

Key words: Primary immunodeficiency, IgG subclasses, Nephelometry, ELISA, Radial
immunodiffusion, reference values.



vii

SUMARIO

Introducéo
Justificativa
3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
3.2. Objetivos Especificos
4. Referencial Tedrico
4.1. Evolucéo histérica do conhecimento e classificagdo das imunodeficiéncias
primarias
4.2. As imunodeficiéncias priméarias como problema de salde coletiva
4.3. Classificacdo das Imunodeficiéncias Primarias
4.3.1. Imunodeficiéncias Combinadas de células T e B
4.3.2. Outras Sindromes bem definidas
4.3.3. Doencas de Desregulagéo Imunologica
4.3.4. Defeitos Congénitos no Numero ou Func¢éo de Fagocitos
4.3.5. Defeitos na Imunidade Inata
4.3.6. Doencgas Auto-inflamatorias
4.3.7. Deficiéncias do Complemento
4.3.8. Imunodeficiéncias Predominantemente de Anticorpos
4.3.8.1. Reducéo grave em todos os isotipos de imunoglobulinas do soro
com profunda reducado ou auséncia de células
4.3.8.2. Intensa reducao de minimo 2 ou mais isotipos de imunoglobulinas
no soro, com numero normal ou baixo de células B
4.3.8.3. Grave reducao de IgG e IgA no soro, com niveis altos ou normais
de IgM e numero normal de células B
4.3.8.4. Deficiéncias de subclasses (IgG ou IgA) ou de cadeia leve, com
namero normal de células B
4.3.8.5. Deficiéncia especifica de anticorpos com concentragfes normais
de IgG e numeros normais de células B
4.3.8.6. Hipogamaglobulinemia Transitéria da Infancia (HTI) com nimero
de células B normais
4.4. 1gG e suas subclasses
4.5. Evolugéo do padréo de proteinas plasmaticas
4.6. Metodologias de quantificacdo das imunoglobulinas
4.6.1. Nefelometria
4.6.2. Turbidimetria

10
13
17
17
17
18

18
20
25
25
26
28
29
31
32
33
34

35

36

37

37

39

40

41

43

46

46
49



4.6.3. Imunodifusao radial

4.6.4. Imunoenzimatico

Metodologia
5.1. Estudo de revisao sisteméatica conduzido de outubro de 2010 a agosto de 2011
5.2. Selecéo dos Estudos

5.2.1. Avaliagdo dos resumos e critérios de incluséo

5.2.2. Critérios de inclusao e exclusao

5.3. Coleta de dados
Resultados

6.1. Busca, identificacdo, recuperacdo e analise da literatura cientifica internacional,

sobre a quantificac&o de Subclasses de Ig G por varios métodos laboratoriais
6.1.1. Nefelometria e Turbudimetria
6.1.1.1. Busca Inicial
6.1.1.2. Novos Ciclos de busca
6.1.1.3. Busca Ampliada
6.1.1.4. Consolidag&o da busca com as Metodologias de Nefelelometria e
Turbidimetria
6.1.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
6.1.2.1. Busca Inicial
6.1.2.2. Novos Ciclos de Busca
6.1.2.3. Busca Ampliada
6.1.2.4. Consolidacdo da busca com a Metodologia de ELISA
6.1.3. Imunodifuséo radial
6.1.3.1. Busca Inicial
6.1.3.2. Novos Ciclos de Busca
6.1.3.3. Consolidacéo da busca com a Metodologia de Imunodifusdo
radial
6.1.4. Subclasse de Ig G e concentragdo em criancas, independente da
metodologia
6.1.4.1. Busca Inicial
6.1.4.2. Novos Ciclos de Busca
6.1.4.3. Consolidacdo das buscas de subclasse de IgG e concentracdo em
criancas, independente da metodologia
6.1.5. Buscas complementares nas Bases eletronicas Scielo, LILACS e
MEDILINE

6.1.6. Busca complementar na Base eletronica Cochrane Library

viii

50
52
55
55
56
56
56
56
58

58
58
58
59
59

60
64
64
64
65
65
68
68
68

69

72

72

72

74

79
79

6.1.7. Busca complementar na Base eletronica EMBASE-Biomedical Answers 80



6.1.8. Busca complementar no Banco de Teses 82

6.1.9. Andlise da data e da origem dos estudos selecionados 83

6.2. Andlise integral dos artigos selecionados 84
6.3. Andlise dos dados extraiveis por Metodologia 89
6.3.1. Dados extraidos dos artigos de Nefelometria 89

6.3.2. Dados extraidos dos artigos de ELISA 90

6.3.3. Dados extraidos dos artigos de Imunodifuséo radial 93

6.4. Andlise total dos dados extraidos 95

7. Discusséo 107
8. Concluséo 119
9. Referéncias Bibliograficas 120

10. Anexos 144



10

1- INTRODUCAO

O Instituto Fernandes Figueira (IFF), unidade técnico-cientifica da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), hospital terciario da rede publica e atual
Centro de Referéncia para Imunodeficiéncias Primarias, visa aprimorar o
diagnostico destas doencas através da implantacdo de protocolos clinicos e
diretrizes terapéuticas. Para tanto, necessitar4 implantar rotinas diagnosticas
laboratoriais, como uma das ferramentas para a viabilizacdo desta proposta. A
padronizacdo de critérios laboratoriais de identificacdo de Imunodeficiéncia
Primaria (IDP) € particularmente importante no caso das deficiéncias de
producdo de anticorpos, que representam justamente a categoria mais
frequente de IDP. Esta padronizacao € o foco do interesse do presente estudo.

Através do Setor de Imunologia, do Laboratério do Departamento de
Patologia Clinica do IFF, a implementacdo das quantificacdes de subclasses de
IgG aparece como uma opcao de exame de triagem para o diagnostico destas
doencas, qualificando este Centro de Referéncia para assisténcia a pacientes
com IDP e ampliando a cobertura da rede, através da disponibilizacdo do
exame para outras unidades do Sistema Unico de Satde (SUS), com possivel
replicacdo de assessoria e perspectivas futuras de um modelo alternativo de
capacitacdo, baseado na educacdo a distancia. Por outro lado, prover a rede
do IFF de informacdes sobre os diagndsticos laboratoriais de imunodeficiéncias
primarias através do banco de dados informatizado auxiliara a integrar o0s
dados das avalia¢g@es clinico-laboratoriais.

A escolha de determinados métodos laboratoriais depende de varios
fatores, tais como: impacto orgamentario; adequacdo da rede de servicos de

salude, aspectos estruturais, médo de obra especializada, disponibilidade no
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mercado de empresas representantes do setor de materiais médico-
hospitalares/laboratoriais, que proporcionem boa assisténcia técnica e tenham
licenciamento e aprovacdo (licenciamento, regulamentacdo, validacdo) pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), dentre outros (1).

Os métodos de Imunodifusdo Radial, de Imunoensaio como ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), Turbidimetria e de Nefelometria s&o
agueles mais utilizados para a determinacdo das subclasses de
Imunoglobulinas G nas ultimas décadas, estando amplamente estabelecidos e
utilizados no nosso meio de medicina laboratorial e com registro na ANVISA
(2). A Nefelometria, especificamente, € utilizada para quantificacbes de
diversos compostos do sangue humano, tais como Proteina C reativa
(marcador inflamatério e de infec¢do), Transferrina (anemias), C3/C4
(componentes do sistema complemento), ASO (anti-estreptolisina O) (3).
Muitos laboratérios da rede publica e privada se valem de equipamentos com
essa metodologia, demonstrando que ela ja é largamente difundida no meio
laboratorial, inclusive no SUS e provavelmente ndo causaria um grande
impacto financeiro, com aquisicdo deste teste para quantificacbes mais
especificas, como as das subclasses de IgG. A Nefelometria, no entanto, ndo &
a Unica metodologia disponivel no mercado. Por esta razdo € importante
avaliar, sempre que houver dados suficientes na literatura examinada, a
acuracia, razdo de verossimilhanca, sensibilidade e especificidade deste teste
diagnoéstico, nas suas diversas formas, em comparacdo com as outras

metodologias disponiveis.
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O presente estudo visa, através de uma reviséo sistematica da literatura
cientifica, verificar qual das metodologias utilizadas para quantificacdo de
subclasses de IgG, como teste auxiliar ao diagnostico de Imunodeficiéncia
Primaria com Predominancia de Defeito de Anticorpos (IDPDA) é a mais
adequada para a rede SUS, num contexto de um sistema de referéncia. Para
tanto, a literatura cientifica recuperada, através da busca direcionada sera
analisada, verificando ndo somente as diferentes indicacdes diagndsticas e 0s
aspectos técnicos proprios de cada estudo, mas recuperando, sempre que
possivel os dados originais, que possam subsidiar futuros estudos

comparativos entre os varios métodos descritos.
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2-JUSTIFICATIVA

Observa-se, na literatura mundial atual, uma maior tendéncia de
utilizacdo da Nefelometria como método laboratorial para a quantificacdo das
subclasses de IgG. Grandes projetos de padronizacdo dos valores em
pacientes pediatricos estdo utilizando esta metodologia para a determinacao
dos intervalos de referéncia deste teste. (4) (5). Por outro lado, varios trabalhos
anteriores utilizaram outras metodologias com o mesmo propésito (6) (7) (8).

Considerando que as metodologias séo dispendiosas e elas diferem nos
detalhes das suas execucgdes, 0 presente estudo propde uma recuperacao,
andlise, avaliacdo e comparacdo da literatura cientifica, referente a esses
diferentes métodos de dosagem laboratorial, contribuindo para fundamentar
essa discussao.

Os métodos de Imunodifusdo Radial, e de Imunoensaio como ELISA,
Turbimetria e de Nefelometria, s&o aqueles mais utilizados para a
determinacdo das subclasses de Imunoglobulinas G (IgGs) em trabalhos
publicados nas ultimas décadas e serdo, entdo, as metodologias-alvo deste
estudo. Devido a variedade de métodos utilizados e de padrbes de referéncia,
a padronizacao de intervalos de referéncia para este exame sofre variacoes,
gerando com isso a necessidade de uma andlise mais refinada, através de uma
revisdo sistematica da literatura referente a aplicacdo destes métodos para a
quantificacdo das IgGs (9 ) (10).

Este tema foi escolhido pelo fato de, até o momento, essas metodologias
para quantificacdo de subclasses ndo terem sido avaliadas por revisbes
sistematicas, como mostrou uma primeira busca nas bases de dados, como por

exemplo, na Biblioteca Cochrane (11). Encontra-se nesta base de dados
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apenas um trabalho da década de 90, referente a comparacdo de metodologias
para a quantificacdo de subclasses de IgG, mas comparando um método de
Imunoensaio com Imunodifusdo Radial (12), sem fazer uma analise de
acuracia, pois utilizava uma amostra populacional de criancas saudaveis.

Sob a dtica da Saude Coletiva, o Ministério da Saude (MS), em 2005,
estabeleceu o IFF, unidade técnico-cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz,
como Centro de Referéncia Nacional das Imunodeficiéncias Primarias, na Area
da Saude da Mulher, Crianca e Adolescente. Tem esta iniciativa, como
objetivo, a articulacdo e assessoria a rede nacional de saude, para o cuidado
dos pacientes com imunodeficiéncia primaria, através da portaria nUmero 745
(13).

Com a portaria numero 495, de setembro de 2007, o MS aprovou o
protocolo clinico e diretrizes terapéuticas (PCDT) da imunodeficiéncia primaria,
com predominancia de defeitos de anticorpos, apresentando os critérios de
inclusdo e exclusdo dos pacientes com IDP, para administracdo de
imunoglobulinas humanas, visando regulamentar a distribuicdo de
imunoglobulinas humanas aos pacientes portadores desta doenca. Os
medicamentos devem ser dispensados para 0s pacientes que se enquadrarem
nos critérios estabelecidos no respectivo PCDT, de forma racionalizada e
estabelecendo mecanismos de acompanhamento de uso e de avaliacdo de
resultados, garantindo assim a prescricéo segura e eficaz (14).

Aparece neste protocolo, como um dos exames laboratoriais para
auxiliar no diagnodstico de imunodeficiéncias primarias humorais, a
quantificacdo de subclasses de IgG, para casos especificos. Este protocolo

clinico e de diretriz terapéutica, que passou recentemente (2009) por um
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processo de revisdo, estd submetido ao protocolo numero 375, de 10 de
novembro de 2009, que institui o roteiro a ser utilizado na elaboracdo de
Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas, seguindo o0s principios da
Medicina Baseada em Evidéncias e formulados com base na revisdo criteriosa
da literatura e na melhor evidéncia cientifica disponivel (15).

Neste protocolo revisado, constam as entradas do CID-10 (Classificacao
estatistica internacional de doencas e problemas relacionados a saude da
Organizacao Mundial de Saude(OMS)) de relevancia para o protocolo, entre as
quais figura a Deficiéncia Seletiva de Subclasses de Imunoglobulina G (D80.
3).

Dentro dos critérios de inclusdo de pacientes no tratamento com
imunoglobulinas humanas, no sumario das avaliacbes necessarias para sua
utilizacao, aparece indicado, como um teste diagnostico especifico, a dosagem
da concentracdo sérica das subclasses de imunoglobulinas G. Deste modo
evidencia-se uma preocupacdo em ampliar a assisténcia na rede SUS, a
doencas mais raras, que antes ndo tinham essa cobertura.

Com a participacdo do Setor de Imunologia, do Laboratério do
Departamento de Patologia Clinica do IFF, a implementacédo das quantificacfes
de subclasses de IgG poderd auxiliar no diagnostico das diversas
imunodeficiéncias primarias existentes, qualificando este Centro de Referéncia
para assisténcia de pacientes com defeitos congénitos e ampliando a cobertura
da rede, disponibilizando o exame para outras unidades do SUS .

Por outro lado, ja séo tratados e acompanhados no IFF, mais de 100
pacientes com IDP, que n&o tiveram acesso a exames laboratoriais

complementares, como as dosagens das subclasses de IgG, por ndo estarem
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nem disponiveis, até bem pouco tempo, no proprio Centro de Referéncia, ainda
gue sejam exames de grande importancia para a avaliacdo de tratamento com
infusdo de imunoglobulinas G (16) (17) (18) (19) .

Uma reviséo sistematica da melhor metodologia a ser aplicada para a
quantificacdo das subclasses de IgG traria subsidios importantes para a

guestao nesta Instituicdo, que € uma prestadora de servicos da rede SUS.
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3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

> Realizar uma revisdo sistematica para: identificar,
selecionar, recuperar e analisar a literatura cientifica internacional sobre
padronizacdo de métodos laboratoriais de determinacédo das Subclasses
de Imunoglobulinas G, no contexto da triagem de pacientes com

Imunodeficiéncia Primaria com Predominancia de Defeito de Anticorpos.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» ldentificar, com base nesta analise, o(s) método(s) laboratorial (is)
mais adequados para a utilizagdo em nossas condi¢des institucionais, com
a finalidade de quantificacdo de subclasses de IgG, nas Imunodeficiéncias

Priméarias com Predominancia de Defeito de Anticorpos.

» Recuperar da literatura analisada, sempre que possivel, os dados
necessarios, para definir os intervalos de referéncia, baseados nos
diferentes métodos laboratoriais, em uso, para a quantificacdo de
subclasses de 1gG, nos individuos sadios, visando o diagndstico das

deficiéncias de subclasses de 1gG.
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4- REFERENCIAL TEORICO

As imunodeficiéncias primarias ou congénitas sdo doencas imunoldgicas
provocadas por defeitos génicos, que causam aumento da susceptibilidade as
infecgbes (20) comumente manifestada na primeira infancia e propensdo a

certas neoplasias e doengas autoimunes.

4.1 Evolucdo histérica do conhecimento e classificagdo das

imunodeficiéncias primarias.

Desde a descoberta, em 1952, por Ogden Bruton, da
agamaglobulinemia ligada ao X (21), em que descreveu 0 primeiro paciente
com reducéo da fragdo gamaglobulina na eletroforese de proteinas e infec¢des
de repeticdo e a se beneficiar da reposicdo de imunoglobulinas, mais de 140
genes expressando 200 IDP j& foram descritas, contribuindo muito para o
conhecimento do sistema imunoldgico (22).

O Comité de Especialistas da Imunodeficiéncia Primaria foi
originalmente criado sob o apoio da Organizacdo Mundial da Saude, em 1973,
para descrever e classificar os tipos de defeitos primarios imunes que afetam
seres humanos. Esta classificacdo das doencas reconhecidas na época foi
publicada em um relatério (23), sendo revisada posteriormente a cada dois
anos, para incorporar as novas formas de imunodeficiéncia priméria que foram
descritas. No entanto, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) tomou a
decisdo politica de concentrar-se em doencas mais prevalentes e o IUIS
(International Union of Immunological Societies) (24) concordou em assumir o

mandato desta comisséo, que foi formalizada na 54 2 reunido do Conselho da
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IUIS em Taipei em 2008. O processo de analise dos relatérios de novas
imunodeficiéncias primérias (PID, do inglés Primary Immune Deficiency), a fim
de classifica-los adequadamente, continua em reunides bienais realizadas em
diferentes continentes. Um relatorio atualizado sobre a lista crescente das
imunodeficiéncias primarias é produzido em cada reunido e publicada em uma
revista de Imunologia indexada para o acesso mundial. A mais recente reuniao
foi realizada em 2009, em Dublin, na Irlanda e atualizou, mais uma vez, as
classificaces e divulgou as frequéncias relativas (25).

Desde que ja existem mais de 200 imunodeficiéncias primarias
catalogadas, e que surgem cerca de 20 novos tipos por ano, o relatorio
apresenta definicbes importantes para 0 manejo clinico e para uma
investigacdo padronizada, bem como informacbes relevantes para o0s
pacientes. Os leitores do relatério incluem os médicos que usam este
documento na sua pratica diaria e outros profissionais de saude, nacionais e
internacionais, que utilizam o documento para suas diretrizes de diagndstico e
base para terapias.

O Grupo Latino-Americano de Imunodeficiéncia (LAGID) teve seu
primeiro encontro em 1993 no Chile. Nesta época, apenas quatro paises da
América Latina (Argentina, Brasil, Chile e Colémbia), faziam parte deste Grupo.
O LAGID, em 1997, ja contava com oito paises e, atualmente, quase todos 0s
paises da América Latina participam deste Grupo de trabalho (26). Em 2002
houve um consenso entre os imunologistas do LAGID da necessidade de
divulgacéo de informagdes sobre as Imunodeficiéncias Primarias (IDP) entre os
profissionais de saude. Programas de Educacdo em IDP foram criados a partir

desse consenso. E a partir destes programas surgiu o Grupo Brasileiro de
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Imunodeficiéncia (BRAGID). Imunologistas Clinicos de diversas regides do pais
estdo associados ao BRAGID, contribuindo para a divulgacao das atualizacbes
desta doenca (27). Nesta época foi criado o0 endereco eletrnico,
www.imunopediatria.org.br, que tem funcionado como uma excelente
ferramenta para auxilio no diagndstico das IPD, assim como para a divulgacéo
de assuntos de interesse da especialidade. O ultimo encontro do LAGID foi em
Séo Paulo, em 2007, onde também se realizou o primeiro encontro nacional do

BRAGID.

4.2- As imunodeficiéncias primarias como problema de saude

coletiva.

Em varios paises, a casuistica demonstra que as imunodeficiéncias
humorais sdo as mais frequentes, sendo responsaveis por aproximadamente
metade dos casos (28). HA uma preponderancia no sexo masculino (5:1), ja
gque numerosas IDPs sdo ligadas a defeitos genéticos mapeados no
cromossomo X. Estima-se a incidéncia de um caso em 10000
aproximadamente, podendo variar de 1 para 25000, como no caso da
Imunodeficiéncia Comum Varidvel (CVID). J& para deficiéncias de IgA, ha
estimativas de 1:2000 na literatura mundial (29) e de 1:1000 no Brasil (30).
Tais estimativas as colocam como téao frequientes quanto outras doencgas cujo
diagnostico ja é realizado por triagem neonatal, como fenilcetonuria, 1:15000
(31) , hipotireoidismo, 1:2500 (32) e fibrose cistica 1:7.000 (33).

No tocante a prevaléncia e distribuicdo das IDPs, grandes variacOes

geograficas e raciais ja foram demonstradas em varios estudos
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epidemiologicos (34) (35) (36) (37), sendo que muitos paises desenvolvidos
apresentam casuisticas bem definidas. Em alguns paises da Europa essas
incidéncias também variam. No udltimo levantamento realizado pelo ESID
(European Society for Immunodeficiencies), no periodo de 2006 a 2008,
constatou-se que paises como a Franca (que registraram mais adequadamente
no sistema informatizado em rede da ESID) obtiveram estimativas de
prevaléncia das IDPs de 3.72 por 100.000 habitantes (28) Essas discrepancias
entre estudos realizados em diferentes populacdes podem estar relacionadas a
caracteristicas genéticas de cada populacdo, assim como diferencas no acesso
a recursos laboratoriais diagnosticos, especialmente de métodos de
identificacdo molecular e a diferengas socio-econdémicas. (38) (39).

De acordo com Conley e Stiehm, na faixa etaria pediatrica,
aproximadamente metade dos pacientes com infec¢cbes respiratérias
recorrentes sao saudaveis, 30% tém alergia, 10% possuem doencas cronicas e
10% podem ter imunodeficiéncia (40). O diagnéstico adequado e precoce das
imunodeficiéncias primarias representa um grande desafio a ser vencido pelo
nosso sistema publico de saude. Estas doencas sdo reconheciveis através do
aumento da suscetibilidade as infeccdes (41) (42) (43) (44) (45), e os pacientes
apresentam, na maioria dos casos, uma histéria de mudltiplas infeccbes e
internacdes, antes que um diagndstico preciso seja feito.

Varios trabalhos constatam uma consideravel demora no diagndstico
das IDPs humorais. Como exemplo, no Reino Unido verificou-se um atraso
meédio de 2,5 anos em criangas, desde o0s primeiros sintomas até o diagnéstico
final (46). Nas formas mais graves, como as Imunodeficiéncias Combinadas

Graves, a doenca pode evoluir para a morte ainda na infancia, caso nao seja
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corrigido o defeito de desenvolvimento do sistema imune (41) (42) (47). Em
todos os outros casos, a prevencao de complicacdes graves e de sequelas
requer um diagndstico preciso e a atencdo de profissionais especializados,
organizados como equipe multidisciplinar de saude.

O diagnéstico laboratorial preciso, reprodutivel e confidvel para as
Imunodeficiéncias Primarias € extremamente importante para auxiliar no
diagnéstico clinico destas doencas. Ja existem painéis de triagem propostos
para esse fim (48,14), que ja séo utilizados e adaptados para a realidade de
cada instituicao.

A portaria do MS Portaria n° 495 de 11 de setembro de 2007 aprovou,
na forma do Anexo, o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas -
Imunodeficiéncia Primaria com predominancia de defeitos de Anticorpos —
Imunoglobulina Humana, que definiu os testes essenciais para a avaliacdo da
imunidade humoral em individuos com suspeita clinica de imunodeficiéncia

primaria (figura 1).
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Figura 1

- Dosagem de imunoglobulinas (soro): IgG total,
lgA, IgM;
- Avaliacdo da sintese ativa de anticorpos (uma
das trés):

1. dosagem das isohemaglutininas anti-A e anti-
B,

2. dosagem dos anticorpos pods-vacinais (anti-
tétano, anti-difteria), anti-rubéola, anti-hepatite B,
anti-sarampo

3. dosagem de anticorpos anti-polissacarides do
pneumococo (pré e pés-vacinais).

Figura 1:

humoral (ref.14)

Quadro lll: testes esséncias para a avaliagdo da imunidade
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Esta portaria é dedicada a definir quais os critérios que qualificam um
paciente receber a terapia de imunoglobulina venosa. Nos critérios de inclusao
€ destacado que a quantificacdo das subclasses de IgG devem ser dosadas
guando com indicacéao clinica, caracterizada pelas infeccdes de repeticdo, uma
das principais suspeitas para IDP (20) e quando a concentracdo sérica de
Imunoglobulina G estiver dentro do intervalo de referéncia ou abaixo, e/ou

apresentar deficiéncia de Imunoglobulina A .

“- concentracéo sérica das imunoglobulinas (IgG total, IgA, IgM);

- avaliacdo da sintese ativa de anticorpos;

- laudos médicos/exames que comprovem a ocorréncia de infeccdes
tipicas de IP com predominancia de defeitos de anticorpos;

- concentracdo sérica das subclasses de IgG (quando indicado).”

Fonte: Ministério da Saude.

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/pcdt2007_imunodeficiencia
_primaria.pdf (ref.14)

Como as Imunodeficiéncias Primarias Humorais correspondem a mais
de 50% dos casos, a triagem inicial englobaria testes que séo direcionados
para essa doenca, como a dosagem sérica de Imunoglobulinas G, A, M e
Subclasses de Imunoglobulinas G (G1, G2, G3, G4). Estas devem ser
quantificadas conjuntamente, para uma analise adequada, pois 0 somatdrio
das quantificacbes de subclasses de IgG, em valores referenciais normais,
deve corresponder aproximadamente ao valor de 80% a 120%, quantificado da

Imunoglobulina G total (49) (50) (51).
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4.3- Classificacdo das Imunodeficiéncias Primarias.

As imunodeficiéncias primarias sdo divididas geralmente em cinco
grandes grupos, conforme o defeito seja predominantemente em Anticorpos
(Humorais), Celular, ou Combinada (Humorais e Celulares), ou ainda na funcao
ou numero das Células Fagocitarias, ou no Sistema Complemento. A mais
recente (25) divide em oito grupos as IDPs conforme o componente do sistema
imunologico predominantemente comprometido na doenca. S&o eles:
imunodeficiéncias combinadas de células T e B, outras sindromes bem
definidas, doencas de desregulacdo imune, defeitos congénitos do numero
e/lou funcdo de fagodcitos, defeitos na imunidade inata, doencas auto-
inflamatorias, deficiéncias de complemento e deficiéncias predominantemente

de anticorpos.

4.3.1- Imunodeficiéncias Combinadas de Células T e B.

Constituem um grupo de IDPs muito heterogéneo nas suas
manifestacfes clinicas e na sua patogénese, tendo como caracteristica
definidora um ou mais defeitos na funcionalidade e/ou desenvolvimento de
células T, com associacdo variavel do desenvolvimento anormal de outras
linhagens celulares do sistema imunoldgico, tais como linfocitos B e células NK.
Sua prevaléncia global é estimada em 1:50.000, e neste grupo estdo contidas
as mais graves formas de IDPs. Tal gravidade clinica se explica pelo
importante papel que desempenham os linfécitos T na indugédo e modulagéo

das respostas imunes especificas (52). A Imunodeficiéncia Combinada Grave
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(SCID) é a principal doenca deste grupo, evoluindo de forma geralmente fatal
ainda no primeiro ano de vida, se nado for realizado transplante de células
progenitoras hematopoiéticas (53) Os principais sintomas clinicos observados
sao diarréias prolongadas, pneumonia intersticial, candidiase persistente, todas
estas manifestacoes interferindo com o desenvolvimento normal da crianca. Os
achados laboratoriais incluem panhipogamaglobulinemia, linfopenia ou
linfocitose, assim como auséncia de funcao celular imunologica, determinada
por testes de estimulagéo in vitro (54). Tratamentos iniciais com antibidticos e
imunoglobulina intravenosa sdo usuais, mas evidentemente sO0 podem
beneficiar o paciente em alguns aspectos, mas o transplante de medula 6ssea
ou com células progenitoras frequentemente resultam em permanente cura

(+90%) se um doador familiar idéntico for utilizado (22) (52) (55) (56).

4.3.2- Outras Sindromes bem definidas.

A sindrome de Wiskott-Aldrich € uma doenca rara, com padrdo de
heranca ligada ao cromossomo X, que apresenta alteragbes como
trombocitopenia (contagem baixa de plaquetas), eczema, infec¢des recorrentes
e uma alta incidéncia de co-morbidades, especialmente doencas autoimunes e
neoplasias concomitantes a imunodeficiéncia propriamente dita. Linfomas de
células B relacionadas com infec¢cdo pelo virus EBV (Epstein-Barr Virus) e
infeccbes oportunistas por PCP (Pneumocystis jirovecii) também sé&o
observados (57). As imunoglobulinas estéo alteradas, sendo que em geral ha
um decréscimo das IgGs e IgMs, um aumento de IgA e IgE e diminuicdo da

quantidade de anticorpos contra polissacarideos (Deficiéncia de 1gG2) (25).



27

Esta complexa apresentacéo clinica resulta de mutacdes do gene que codifica
a proteina WASP, que é a chave reguladora da polimerizacdo da actina nas
células hematopoiéticas, a qual, dentre muitas funcdes distintas, desempenha
um papel essencial na estruturacao das sinapses imunologicas (58).

Também dentro desta categoria encontra-se a Ataxia-telangiectasia,
com alteracdes neuroldgicas, enddcrinas, hepaticas e cutaneas, associadas ao
déficit imunolégico. As anomalias no cerebelo, uma parte do encéfalo que
desempenha papel central na coordenacdo dos movimentos, causam O
aparecimento de movimentos descoordenados (ataxia); por outro lado,
dilatacbes dos capilares (telangiectasias), que sdo muito evidentes na pele,
olhos, orelhas, asas do nariz e nos bracos, desenvolvem-se entre 1 e 6 anos
de idade. Doencas sino-pulmonares decorrentes de infeccBes bacterianas
recorrentes, grande susceptibilidade ao desenvolvimento de céancer e
deficiéncia da imunidade humoral e celular, com acometimento de gravidade
variavel, sdo achados comuns nesta doenca. A ataxia-telangiectasia
geralmente progride até causar debilidade muscular progressiva, paralisia,
deméncia e morte (59) (60). As opcdes de tratamento atuais incluem o uso
profilatico de antibiéticos e a reposi¢cdo de imunoglobulinas intravenosas (61).
Deficiéncia seletiva de IgA estd presente em 50 a 80 % dos pacientes de
ataxia-telangiectasia, e IgG total, IgG2 ou outras subclasses de IgG podem
também estar diminuidas. Testes de funcéo in vitro dos linfécitos mostram uma

moderada depresséo na proliferacdo celular (57).
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4.3.3- Doencas de Desregulacdo Imunoldgica.

Esta categoria inclui doencas caracterizadas pela desregulacdo da
homeostase imunoldgica, levando ao acumulo anormal de linfocitos, auto-
imunidade pela falha de remocéo de linfécitos auto-reativos e aumento na
ocorréncia de linfomas, pela sobrevivéncia inapropriada de linfocitos
transformados (62). Essas manifestagcbes autoimunes pode ser representada
pela Sindrome Linfoproliferativa Autoimune, uma doenca cujos sintomas
aparecem por volta dos 2 anos de idade, apresentando linfoadenomegalia e/ou
esplenomegalia. Dados laboratoriais indicam linfocitose T e B, eosinofilia e/ou
monocitose, presenca de auto-anticorpos, como os anti-cardiolipina. Linfocitos
T periféricos que ndo expressam moléculas de superficie CD4 e CD8 sao
observados em grande numero (63). Na maioria das formas desta sindrome
linfoproliferativa ndo se observam alteracdes nos niveis de imunoglobulinas no
soro; contudo, nas formas chamadas XLP1 e XLP2, em alguns casos o0s niveis
das imunoglobulinas séricas estdo diminuidas (25).

A sindrome de Chédiak-Higashi é outra doenca rara deste grupo que se
manifesta na infancia como desordem autossdmica recessiva, que afeta varios
sistemas do corpo. Pacientes com sindrome de Chédiak-Higashi apresentam
hipopigmentacéo da pele, olhos e cabelos; tempo de sangramento prolongado;
hematomas, infec¢fes recorrentes, fungdo anormal das células Natural Killer, e
neuropatia periférica (64).

A apresentacao clinica pode incluir uma alta frequéncia de infeccdes
bacterianas, ou uma linfoproliferacdo generalizada, sendo esta apresentacao

(fase acelerada) fatal, a menos que seja tratada com transplante de células
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hematopoiéticas (65) (66). Entre os achados laboratoriais caracteristicos,
figuram os granulos gigantes em neutréfilos, eosinéfilos e granuldcitos,
observados no esfregaco de sangue periférico. Granulos gigantes sao
observados ainda nas células precursoras de leucocitos da medula éssea
destes pacientes (67). Os pacientes costumam apresentar também neutropenia
no sangue periférico e hipergamaglobulinemia, mas o0s niveis de
imunoglobulinas podem estar normais em alguns casos (68). Os relatorios
clinicos da sindrome de Chediak-Higashi identificaram diferentes mutagfes ao
longo do gene CHS1/LYST, que tém valor preditivo para a gravidade da

doenca (69).

4.3.4- Defeitos Congénitos de Numero e/ou Funcao dos Fagécitos.

Nesta categoria, enquadram-se doencas extremamente raras, como a
neutropenia congénita que foi descrita originalmente, na década de 50, pelo
pediatra Rolf Kostmann, como um defeito inato da imunidade em pacientes
consaguineos do norte da Suécia (70). Desde entdo, outros defeitos congénitos
de numero e/ou funcdo de fagécitos foram descritos, e sua base genética foi
investigada. Sao doencas geneticamente heterogéneas e com diferentes
padrées de heranca, tais como: autossOmica dominante, autossGmica
recessiva, ligada ao X ou esporédica (71).

Pacientes com neutropenia congénita sdo propensos a graves infeccoes
bacterianas recorrentes, incluindo otite média, bronquite, pneumonia,
osteomielite ou celulite, recorrentes estomatites orais, assim como a infec¢des

fungicas (72). Uma caracteristica destas infec¢des € a auséncia de pus, que se
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explica pela auséncia de neutréfilos. Muitos pacientes sofrem de gengivite
cronica e caries. Além disso, ha uma diminuicdo da densidade mineral éssea,
levando a osteopenia ou osteoporose, com aumento da propenséo a fraturas
(73).

A fisiopatologia das neutropenias congénitas graves pode ser téo
heterogénea quanto os defeitos genéticos subjacentes. O denominador
comum a muitas variantes desta doenca, como as que se devem a mutacdes
dos genes ELA2, HAX1, GFI1, WS, SLC37A4, e G6PC3, € o aumento da
susceptibilidade dos neutrofilos e seus precursores a apoptose (morte celular
programada) (74) (75) (76). O tratamento é baseado na reconstituicdo das
defesas do paciente com G-CSF recombinante humano, administrado por via
subcuténea, que induz a diferenciacdo dos neutrofilos e reduz a taxa de
apoptose (77). Quando ndo respondem bem a esse tratamento, estes
individuos séo indicados para transplante alogénico de células hematopoiéticas
(78). Além da neutropenia caracteristica encontra-se também o0s seguintes
achados laboratoriais nas diversas variacdes génicas: hipogamaglobulemia,
graus variaveis de linfopenia, monocitopenia, hipoglicemia, hiperlipidemia, etc

(25) (7).
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4.3.5- Defeitos na Imunidade Inata.

Vérias condi¢cdes sao raras devido a defeitos no sistema imune inato,
gue é a primeira linha de defesa, a qual é independente do sistema adaptativo,
relacionado com as funcbes dos linfocitos. Os principais componentes do
sistema imunoldgico inato sdo as barreiras epiteliais, neutréfilos, macréfagos,
células NK, Sistema Complemento (vias alternativa e das lectinas) e algumas
citocinas secretadas por outros tipos celulares que néo os linfocitos T e B,
tipicos da imunidade adaptativa. Muitos dos defeitos da imunidade inata, ja
caracterizados estédo associados com problemas de pele (79).

Dentre os aspectos mais importantes da imunidade inata, destaca-se a
capacidade de varios desses tipos celulares e cascatas enzimaticas
detectarem nos tecidos a presenca de patégenos infecciosos, ao reagirem com
componentes bioquimicos que, de forma genérica, sdo caracteristicos de
microorganismos infecciosos e/ou virus. Estes chamados Padrbes Moleculares
Associados a Patogenos (ou, abreviadamente, PAMPs, do inglés Pathogen-
Associated Molecular Patterns) sado capazes de ligar e ativar receptores
especializados de varias familias, como os Toll-Like Receptors (TLR) e NOD-
like Receptors (NLR), induzindo cascatas de sinalizacdo intracelular, que
culminam em mudancas profundas na expressdo de muitos genes-alvo.
Paralelamente a isto, os elementos do Sistema Complemento, que exercem
funcdo analoga na fase fluida, atuam sobre as células da Imunidade Inata
indiretamente, através de receptores especificos para os fragmentos gerados
durante a ativacdo do sistema. Varios defeitos genéticos, que prejudicam o

reconhecimento de patdgenos invasores pelo sistema imune inato,
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aumentando a suscetibilidade a subgrupos bem-definidos de patdégenos
infecciosos foram recentemente descritos (80) (81).

Os defeitos de padrdes de reconhecimento de receptores variam em sua
gravidade, assim como na seletividade para diversos grupos de patdégenos.
Enquanto o quadro clinico costuma ser muito grave na infancia, tende em
alguns casos a diminuir com a idade, o que sugere gue as respostas
imunologicas adaptativas, que se desenvolvem ao longo da vida, tém o
potencial de suprir, no todo ou em parte, essas deficiéncias da resposta inata

(82).

4.3.6- Doencas Auto-inflamatorias.

As Doencas Auto-inflamatérias compreendem um grupo heterogéneo de
doencas, caracterizado por intensos episddios de inflamacédo, em resposta a
estimulos ainda ndo identificados, na auséncia de niveis significativos de auto-
anticorpos ou células T auto-reativas. A febre periddica ou de origem
desconhecida, as erup¢fes cutaneas, inflamacdo e dor articulares e dor
abdominal intensa figuram entre as manifestacdes clinicas mais evidentes
neste grupo de patologias. Em varios casos, 0S genes responsaveis foram
identificados, e os defeitos funcionais foram atribuidos a falhas na imunidade
inata e em mecanismos de controle da resposta inflamatéria inespecifica.

Até 0 momento nove sindromes auto-inflamatorias hereditarias foram
identificadas, sendo a mais conhecida a Febre Familiar do Mediterraneo.

Alteracbes genéticas em proteinas contendo dominios de Pirina, que sao
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frequentemente associados a processos biolégicos de inflamacédo e apoptose
(morte celular), séo responsaveis por esta doenca (83).

Na Sindrome de Hiper IgD (SHID) encontramos alteracdo no gene que
codifica a enzima MK (mevalonato-cinase) (84) , fazendo com que haja
alteracdes metabdlicas, que indiretamente aumenta a producdo de IL1-B,
citocina pro-inflamatoéria potente e pleiotropica, exacerbando o processo
inflamatorio (85). Em 80% dos casos, ha um aumento de IgD, acompanhado
por um aumento de IgA, sendo o nivel elevado de IgD caracteristico da
sindrome, mas néo relacionado a gravidade ou a fisiopatologia da SHID (86).

Os principais achados laboratoriais destas doencas envolvem
leucocitose, neutrofilia, o aumento de Proteina C reativa, da Velocidade de
Hemosedimentacdo e da proteina sérica amiloide A. Altos indices de &cido

mevaldnico urinario podem também sugerir o diagndstico (87).

4.3.7- Deficiéncias de Complemento.

Classificadas em sua frequéncia como raras a extremamente raras (25),
esta IDP se apresenta muitas vezes como uma sindrome autoimune,
lembrando o Lupus Eritematoso. A deficiéncia em componentes da via classica
compromete a opsonizacao das bactérias, a atividade bactericida e a remocéao
dos imunocomplexos. As deficiéncias da via classica com expressao clinica
englobam defeitos funcionais em C1q, C1r, Cls, C4, C2 e C3. A deficiéncia de
C2 e C3 esta também associada a infeccOes por bactérias encapsuladas. Por
outro lado, a deficiéncia da lectina ligadora de manose (MBL), um componente

da via das lectinas, que é MBL-dependente, tem sido associada com maior
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risco de infec¢des bacterianas recorrentes, especialmente durante os primeiros
anos da vida. Dosagens laboratoriais de C3 e C4 e atividade de CH50 sé&o

considerados testes de triagem para estas deficiéncias (72).

4.3.8- Imunodeficiéncias Predominantemente de Anticorpos.

As imunodeficiéncias primarias predominantemente de anticorpos
constituem a classe mais comum de imunodeficiéncia primaria (88). Essas
anomalias somam 50% de todas as imunodeficiéncias primarias descritas. E
um grupo heterogéneo de doencas, com déficits muito diferentes de producao
de anticorpos, resultantes de muitos defeitos génicos distintos, que alteram a
diferenciacdo de células B em diferentes fases. Em geral, a imunidade celular
nao estd comprometida, ao contrario do que pode ser observado nas IDPs
combinadas. A hipogamaglobulinemia caracteristica destas doencas € definida
por decréscimo em uma ou mais classes de imunoglobulinas, definido por
valores abaixo da média por uma distancia de pelo menos 2 desvios-padrao
(89).

Recentemente, houve grandes descobertas que permitiram mapear 0s
genes associados a muitas IDPs, mas para a maioria dos pacientes a etiologia
permanece desconhecida (22) (25) (38). Como h& uma grande variedade de
defeitos que afetam diferentes fases do desenvolvimento do sistema imune, a
idade de apresentacdo varia muito, podendo se manifestar ainda na infancia,
OuU permanecer sem expressao clinica até a terceira década de vida (90) (91).

As alteracOes laboratoriais variam desde uma quase completa auséncia

de células B e imunoglobulinas, até uma deficiéncia seletiva da resposta de
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anticorpos a antigenos especificos, mesmo na presenca de concentracoes
normais de imunoglobulinas séricas totais (92). Todas as doencas do grupo, no
entanto, apresentam aumento da susceptibilidade a infec¢des, e especialmente
as que afetam o trato respiratério (93).

A demora no inicio do tratamento adequado para algumas dessas
doencas, o qual consiste, em geral, em antibioticoterapia associada ou nao a
reposicdo de Imunoglobulinas por via intravenosa (IGIV) pode resultar em
complicacbes graves relacionadas as infecgbes (94) (95). Um diagnaostico
clinico e laboratorial precoce, com tratamento adequado, pode reduzir
significativamente a morbidade e aumentar a expectativa e a qualidade de vida

destes pacientes (96).

4.3.8.1- Reducdao grave em todos os isotipos de imunoglobulinas do

soro com profunda reducéo ou auséncia de células.

Esta incluida neste subgrupo a agamaglobulinemia ligada ao X, doenca
rara resultante de deficiéncia na Btk (Bruton tirosina kinase), que acarreta
diminuicdo da producédo de todos os isotipos de imunoglobulinas, com numero
normal de células pré-B, e cursa com infec¢cdes bacterianas graves (97).
Também se encontra neste subgrupo a Deficiéncia de cadeia pesada mu (u),
muito rara, em que todos os isotipos de imunoglobulinas se encontram
diminuidos (98) (25). As infec¢cbes graves por bactérias também estdo
presentes, mas o padrdao de heranca € autossémico recessivo. Mutagdes nos
genes que codificam A5, Iga, IgB e BNLK também provocam deficiéncias

humorais extremamente raras (72). Todas elas tém em comum o decréscimo
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em todas as classes de imunoglobulinas, infec¢cdes bacterianas graves e um
namero normal de células pré-B. Outra mutacdo genética, ainda nao
caracterizada, acarreta a Timoma com Imunodeficiéncia, associada a infec¢des
oportunistas, com risco aumentado do desenvolvimento de auto-imunidade

(99).

4.3.8.2- Intensa reducdo de minimo 2 ou mais isotipos de

imunoglobulinas no soro, com numero normal ou baixo de células B.

A representante principal deste subgrupo é a Imunodeficiéncia Comum
Variavel. Trata-se da segunda imunodeficiéncia primaria mais frequente, depois
da Deficiéncia Seletiva de IgA, e afeta ambos os sexos (100). Existem varios
diferentes fendtipos clinicos, provavelmente representando diferentes doencas,
com mecanismos patogenéticos bastante diversos. Apresentam baixos niveis
de IgG e IgA, com ou sem baixa de IgM e numero de células pré-B normal ou
baixo(101)(102). Como os fendtipos clinicos variam, podem incluir infeccées
recorrentes do trato respiratério e gastrointestinal, por bactérias encapsuladas
(Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa) (103), bronquiectasia, autoimunidade,
linfoproliferacdo e doenca granulomatosa (91). A terapia com IVIG é benéfica
nas infec¢des respiratorias e diminui significativamente suas recidivas, mas
ocorrem danos pulmonares independentemente deste tratamento. As infeccdes
recorrentes sdo causa de inimeras internacdes hospitalares e alta morbidade

(104) (105).
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Outras deficiéncias incluidas neste subgrupo, como as deficiéncias de ICOS,
CD19, TACI e Receptor de BAFF, sdo mais raras e apresentam niveis baixos
de IgG e IgA elou IgM , sendo que a maioria tem padrdo de heranca recessiva

autossomica (25).

4.3.8.3- Grave reducéao de IgG e IgA no soro, com niveis altos ou

normais de IgM e numero normal de células B.

Todas as mutacdes génicas deste subgrupo séo raras, ou extremamente
raras. As deficiéncias em CD40L, CD40, AID e UNG cursam com infeccfes
oportunistas, neutropenia e autoimunidade, ou com aumento dos ganglios
linfaticos e centros germinativos. Os niveis de IgG e IgA estdo diminuidos e
IgM pode ou ndo se apresentar alterada. Com excecdo da deficiéncia de
CD40L, que ¢é ligada ao cromossomo X, os demais sdo de heranca

autossdmica recessiva (106).

4.3.8.4- Deficiéncias de subclasses (IgG ou IgA) ou de cadeia leve,

com numero normal de células B.

Deficiéncia isolada de uma ou mais subclasses de IgG, definida por
niveis abaixo de 2 desvios-padrdo em relacdo a média do intervalo de
referéncia ajustado a faixa etaria, com os niveis de IgG totais normais ou
proximos da normalidade, € em muitos casos assintomatica(89). Mais de 20%
da populacao apresenta deficiéncia assintomatica em uma ou mais subclasses

de IgG, o que, por si sO, na auséncia de infecgbes recorrentes (tanto
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bacterianas como virais) e defeito na resposta antigeno-anticorpo especifica,
nao caracteriza doenca. Estas deficiéncias podem estar associadas a outras
imunodeficiéncias, congénitas ou adquiridas, e a manifestacbes auto-imunes
(107).

Os niveis de imunoglobulinas para criancas até 2 anos sdo comparados com a
meédia da faixa etaria correspondente, com ponto de corte abaixo de 2 desvios-
padrdo. Na faixa etaria de 4 a 10 anos sdo considerados deficiéncia quando:
IgG1 < 2,5¢/L, 1gG2 < 0,5¢/L, 1gG3< 0.15¢/L e IgG4< 0.01g/L. E na faixa etéaria
acima de 10 anos: IgG1 < 3g/L, 1gG2< 0,75g/L, 1gG3< 0,25¢g/L e IgG4< 0,01g/L
(107). O significado clinico da deficiéncia de subclasses de IgG pode ser
traduzida através da dosagem da resposta antigeno-anticorpo especifica, de
vacinas contendo antigenos polissacarideos do pneumococo.(108)

As mutacdes genéticas que poderiam causar esse tipo de deficiéncia
ainda sdo desconhecidas, mas em conjunto a deficiéncia de subclasses de 1gG
é relativamente comum. Quando associada a deficiéncia de IgA (< 0,07g/L), em
geral ha reducdo de uma ou mais subclasses, mais frequentemente 1gG2,
levando estes pacientes a um risco maior de infeccfes do trato respiratorio
superior e inferior do que aqueles que sé apresentam deficiéncia de IgA (109).

Ja a Deficiéncia Seletiva de IgA, onde héa intensa reducdo de
imunoglobulina A até a completa auséncia, pode evoluir para Imunodeficiéncia
Comum Variavel, ou apresentar-se em grupos familiares que também incluem
esta doenca (110). Infec¢des recorrentes associadas com baixa resposta aos
antigenos polissacarideos tipicos de microorganismos encapsulados

(menigococos, pneumococos) podem ocorrer, assim como alergias e doencas
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autoimunes. Todas essas deficiéncias sédo relativamente comuns, ou até muito
comuns (25) (111) (112) (113).

As delecbes e mutacdes da cadeia pesada (afetando uma ou mais
subclasses de IgG e/lou IgA, assim como a IgE) e deficiéncia de cadeia Kk sdo
mais raras. Elas podem ser assintomaticas e sdo de heranca autossémica

recessiva (25).

4.3.8.5- Deficiéncia especifica de anticorpos com concentracdes

normais de IgG e numeros normais de células B.

Apesar da concentracdo de IgG estar normal, nesta sindrome existe
uma incapacidade de produzir anticorpos antigenos-especificos, ocasionando
infeccbes recorrentes como otorréias crénicas e infeccdes do trato respiratorio
(114)(115). Foi originalmente observada em alguns pacientes com infeccdes
recorrentes, que tinham concentracdes normais de IgG, mas nao formavam
anticorpos para um ou mais dos antigenos da vacina contra 0 pneumococo.
(116)

O diagnostico € dificil, pois a resposta de anticorpos contra
pneumococos € Vvariavel, e os critérios laboratoriais de doenca sao
extremamente especificos (117), da mesma forma que o beneficio da IVIG

ainda é discutivel (118).
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4.3.8.6- Hipogamaglobulinemia transitoria da infancia (HTI) com

nimero de células B normais.

A Hipogamaglobulinemia transitoria da infancia pode ser definida pelos
baixos niveis de IgG, com ou sem deficiéncia de IgA ou IgM , depois dos 6
meses de idade e tendo sido excluida outra IDP. E um aumento do tempo de
Hipogamaglobulinemia fisiolégica que ocorre entre 3 e 6 meses na crianca,
proveniente da degradacdo dos anticorpos maternos adquiridos via
transplacentaria e producdo baixa de seus proprios anticorpos (119). Existem
diferencas entre os sexos, tanto ha maturacdo imunologica como na freqtiéncia
da doenca (120). O atraso de maturacdo esta relacionado a infeccBes
recorrentes, principalmente bacterianas sinopulmonares e do trato respiratorio
em geral. Apesar dos niveis baixos de IgG, a maioria das criancas faz resposta
vacinal durante os 6 primeiros meses de vida, mas em alguns casos, quando
nao ocorre esta resposta antigeno-especifica, ha necessidade de reforcos de
vacinacdo. Esse grupo, que apresenta infec¢des recorrentes, com baixos niveis
de IgG e IgA, as vezes evolui para Deficiéncia Seletiva de IgA ou Deficiéncia de
Subclasses de IgG. (20) (121). Outros achados laboratoriais incluem alteracdes
nos niveis de IgE, apresentando manifestacdes alérgicas e niveis de subgrupos
de linfocitos normais.

Antibi6ticoterapia preventiva esta indicada nas infec¢es recorrentes. Se
falhar ou ndo for bem tolerada, a IGIV é recomendada, mas deve ser

administrada durante 3 a 6 meses e depois suspensa, para que haja um

acompanhamento das fun¢gdes humorais do paciente (22).
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4.4 - 1gG e suas subclasses.

A 1gG é a principal classe de imunoglobulina no sangue, respondendo
por cerca de 70 a 75% do total de imunoglobulinas, e constituindo o principal
anticorpo nas respostas imunoldgicas secundarias. Ela € a Unica classe que
atravessa a barreira placentaria, conferindo passivamente imunidade ao recém-
nascido. A transferéncia placentaria € mediada por um receptor em células da
placenta para a regido Fc da IgG (122).

A IgG apresenta quatro subclasses distintas: 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
gue se distinguem por suas cadeias pesadas, similares, porém nao-idénticas,
com diferencas em numero de pontes dissulfeto e sequéncia primaria dos
dominios C, que acarretam diferencas funcionais entre as diferentes
subclasses. Os anticorpos de cada subclasse de IgG podem ativar funcdes
biologicas diferentes, dependendo de varios parametros, tais como a
densidade do epitopo, proporcdo antigeno / anticorpos, etc. As diferentes
subclasses de IgG também se caracterizam por contribuicbes diferentes as
respostas contra diferentes antigenos (123). A subclasse IgG2 é menos
eficientes do que IgG1 na fixacdo de complemento e na ligacdo aos receptores
Fc e liga-se menos avidamente ao Fc gama RIA do que I1gGl, em
comparacao com os demais isotipos de 1gG (124) (125).

As subclasses se apresentam na proporcdo de 66% de IgG1l, 23% de
19G2, 7% de 1gG3 e 4% de 1gG4 em adultos(126). A deficiéncia de 1gG2 esta
muitas vezes associada a deficiéncia de IgA e especialmente a uma
suscetibilidade maior a infeccbes virais e bacterianas, especialmente no trato

respiratorio. A IgG3 é a que fixa de modo mais eficiente o Complemento. A
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IgG1 e a IgG2, respectivamente, fixam-se em ordem decrescente de eficiéncia,
e a lgG4, em muitos casos, falha inteiramente em ativar o Complemento pela
via classica. A deficiéncia de IgG3 esta associada a infeccdes respiratorias de
repeticdo, especialmente pelo Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae, e a infec¢cdes das vias urinarias. A 1gG4 apresenta niveis séricos
elevados, em pessoas atdpicas. Sua deficiéncia também esta associada a
infeccdes do trato respiratorio superior e inferior, especialmente a enfermidades
bronco-pulmonares (108) (127).

Nem todas as subclasses de IgG cruzam igualmente a barreira
placentaria, sendo que IgG2 é um dos isotipos que ndo atravessa bem. As
concentracfes das subclasses de IgG variam com a idade. Devido a passagem
transplacentaria durante os Ultimos trés meses de gravidez, os niveis de
subclasses de IgG ao nascimento se aproximam dos encontrados em adultos.
Devido ao catabolismo da IgG passivamente adquirida, um patamar minimo de
concentracdo de IgG é atingido em torno de 4 a 6 meses de idade, ap6s o qual
as concentracdes comecam a subir, como resultado da producéo pelo lactente.
Concentracdes de IgG1 semelhantes aos niveis de adultos séo atingidos entre
de 5 e 7 anos de idade, de IgG3 em torno de 7 a 9 anos , enquanto IgG2 € o
mais lento para amadurecer, atingindo niveis aproximados da fase adulta por
volta dos 10 anos (128).

Do exposto sobre as diferentes formas de imunodeficiéncia primaria em
que a producao de subclasses de IgG pode estar afetada, que nao se restringe
a defeitos da classe principal (deficiéncias predominantemente de anticorpos),
mas pode incluir também defeitos combinados, ou associagdo de Vvarios

defeitos imunolégicos num mesmo paciente, ou numa mesma familia, pode-se
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concluir que a capacitacéo técnica de uma instituicdo de referéncia do ponto de
vista da quantificacdo dessas subclasses € muito importante para o
desempenho de suas funcdes de referéncia para IDP, visto que tal exame sera
requisitado como parte do processo diagndstico em muitas situacdes distintas,
e correspondendo a uma fracdo importante de todos 0s casos.

Os aspectos propriamente técnicos desta quantificacdo apresentam
como discutidos a seguir, complexidades adicionais, que devem ser levadas
em conta no estabelecimento e funcionamento do laboratério de referéncia,
tendo em vista os aspectos de custo, especificidade, dependéncia de
aparelhagem especializada e de pessoal experiente para a realizacdo de tais

exames.

4.5- Evolucao dos padrdes de proteinas plasméaticas e anticorpos anti-

subclasses de IgG.

Diferentes materiais de referéncia para proteinas no soro/plasma, nas
Gltimas quatro décadas, foram usados no mundo todo. Todos os padrées
utilizados para quantificacdo de imunoglobulinas foram inicialmente produzidos
apenas para Imunoglobulinas G, A e M (129), e mais tarde separadamente
para IgD e IgE (130) (131). A evolucédo destes padrbes demonstrou uma
preocupacdo por parte de varios organismos internacionais quanto a
padronizacao laboratorial. Os organismos em questao incluem: o International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), OMS, US
International Institute of Standards and Technology, The National Institute for

Biological Standards and Control (UK), o Bureau International des Poids et
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Mésures, o Institue for Reference Matrials Methods(IRMM) ,Japanese
Committee for Clinical Laboratory Standards e o The Joint Committee for
Traceability in Laboratory Medicine (JCTLM), que procuraram desenvolver
padrbes que se assemelhem, que possuam rastreabilidade dos seus valores
nos materiais de referéncia, tanto nos calibradores quanto nos controles, e
promovam a comutabilidade entre os métodos de ensaio a que se destinam e
as amostras de pacientes (132). Para isso, precisam atender a trés critérios
basicos. O primeiro se refere a alta qualidade deste padrdo, seja na sua
preparacdo quanto na sua viabilizacdo, que preserve o mais possivel as
caracteristicas naturais de seus componentes e transfiram os seus valores para
o material de referéncia com um método de alta precisdo e acuracia. E também
importante que os valores sejam atribuidos a maioria dos fabricantes de
reagentes, insumos e equipamentos laboratoriais que utilizem estes
componentes para quantificar (133). Isto nos leva ao segundo critério, que é a
acuracia da transferéncia destes valores de um material de referéncia (MR)
internacional para padrbes ouro de MR produzidos pelos fabricantes de
insumos laboratoriais. Deverédo utilizar protocolos semelhantes de transferéncia
de valores para assegurar uma boa precisao, auséncia de viés e 0s materiais
deverdo se comportar como amostras de pacientes, tanto nos niveis normais
quanto nos niveis alterados, nos diferentes métodos de ensaio. O terceiro
critério corresponde as boas praticas laboratoriais, que asseguram acuracia
nas amostras dos pacientes (134).

Diferentes materiais de referéncia para proteinas no soro/plasma, nas
ultimas quatro décadas, foram usados no mundo todo. No final da década de

60, com a introducdo da Referéncia Internacional de Preparacdo, para
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imunoglobulinas IgG, IgA e IgM no soro, pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), foi elaborado o material de referéncia WHO 67/97 (135) (136). Sua
avaliacdo, como padrao para subclasses de IgG, foi realizada por Klein em
1985 (137) e ratificada pela OMS em 1987 (138). Desde entdo, varios centros
laboratoriais e produtos manufaturados da industria diagndstica adotaram este
material como padrao (7), e varios materiais de referéncia internacional, como
padrao protéico, especificamente para subclasses IgG, foram elaborados (9).

O primeiro padrdo internacional de proteinas plasmaticas, incluindo as
imunoglobulinas, foi um conjunto de soros de adultos saudaveis da Inglaterra,
em 1968 (135). Parte deste conjunto, o lote 67/86, foi guardado para ser
posteriormente submetido a uma avaliacdo por 10 laboratérios especializados
para atribuicdo de valores de massa (139). Outros lotes, como, 67/95, 67/96,
67/97, 67/99 foram distribuidos para diversos centros de padronizacdo. Os
lotes 67/96 e 67/97 ficaram a disposicao para distribuicdo internacional, no
WHO Internacional Reference Centre for Immunoglobulis, em Lausanne. Na
década de 70, outros tantos trabalhos foram elaborados pela OMS e varios
organismos internacionais (139) (140) (141) (142). Mas a primeira intervencéo
significativa foi feita pela IFCC, que demonstrou uma grande mudanca de como
as proteinas do soro seriam medidas. A introducao de ensaios de Nefelometria
e Turbidimetria foi feita com a preparacao IFCC 74/1, material de referéncia
estéril, sem turvacao, liquido, apropriado para todas as técnicas (inclusive
Imunodifusdo radial). Este material foi coletado de acordo com protocolos
rigidos, para minimizar contato com tecidos, interferéncia pelo fibrinogénio e

desnaturacao por liofilizagao (143).



46

Ao longo dos anos 90, tanto na Europa (144) quanto nos EUA (145),
foram criados grupos de trabalho para a elaboracdo de um padréo unico, que
atendesse a todas as exigéncias de uma padronizacao, reduzindo as variacoes
interlaboratoriais. Isto culminou em um grande consenso internacional, gerando
um manual de conduta de padronizacdo de 14 proteinas plasmaticas, incluindo
as Imunoglobulinas (146).

A evolucdo dos anticorpos anti-subclasse de IgG foi demonstrada em varios
estudos colaborativos entre a OMS e |IUIS (International Union of
Immunological Societies) (147) (148). Estes trabalhos se preocuparam com o
desempenho e a antigenicidade destes reagentes e sua viabilizacdo para os

insumos manufaturados laboratoriais (149).

4.6- Metodologias de quantificacdo das imunoglobulinas

4.6.1- Nefelometria.

A Nefelometria € um método 6tico de medicdo, utilizado para a
determinacdo imunoquimica de proteinas no soro, urina e outros fluidos
corporais, baseada na mensuracdo da dispersdo luminosa em uma suspensao,
contendo, por exemplo, complexos antigenos-anticorpos (ag-ac) (150) (151). A
dispersédo luminosa medida é proporcional a quantidade de complexos ag-ac, e
numa concentracdo constante de anticorpos, a medida € proporcional a
concentracdo de antigeno. Através de uma curva de referéncia, construida a

partir de um padrdo, com concentra¢cdes de antigenos conhecidos, podem-se

guantificar amostras desconhecidas, através da luz dispersa por elas e o sinal
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da luz captado pode ser correlacionado com as concentracées conhecidas da
curva.

O feixe de luz € gerado, através de um diodo de laser, nos nefeldmetros
mais modernos, com comprimento de onda de 840 nm, e é enviado atraves de
uma cubeta de reacéo, sendo a luz dispersa pelos complexos ag-ac, formados
nesta cubeta. O sinal de luz dispersa € amplificado pela utilizacdo de
anticorpos aderidos a particulas de latex. Isto torna possivel uma mensuracao
mais sensivel de proteinas pouco concentradas. A distribuicdo da intensidade
de luz dispersa depende da relacdo entre a dimensdo das particulas dos
complexos ag-ac e o comprimento de onda. Se o diametro da particula for
pequeno em comparacdo com o comprimento de onda, ocorre a dispersao
Rayleigh, ou seja, a luz é dispersa simetricamente para todas as direcfes, 0
que reduz a eficiéncia da medi¢cdo da luz. Por outro lado, se o diametro da
particula for maior que o comprimento de onda usado ocorre a dispersdo Mie,
onde a luz é dispersa para a frente e sua medicao tem maior eficiéncia. Com a
utilizacdo de anticorpos aderidos a particulas de latex, o diametro das
particulas é maior que 1000nm e como o comprimento utilizado € de 840nm
ocorre a disperséo do tipo Mie (152) (153).

O tempo médio de processamento das amostras para dosagem de
subclasses de 1gG, utilizando esta metodologia é de 15 minutos. Amostras de
soro e de plasma utilizadas na reacao variam de 10uL a 50uL de volume. Mas
0 volume minimo de soro em microtubo € de 150uL. O carrossel de amostras
aceita tanto tubos primarios de sangue, quanto microtubos de polietileno. As
amostras sdo previamente diluidas, automaticamente no equipamento, com

solucéo de diluicdo. No caso de IgGl a diluicdo é 1:100 e no caso de 1gG2
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1:20. Para IgG3 e IgG4 1:2000. Quando os resultados estédo fora do intervalo
de medicado, estas sédo repetidas com uma diluicdo da amostra mais alta ou
mais baixa. Os controles e o padrdo protéico ja vém prontos para uso, em
solucéo. Para cada subclasse de IgG deve-se fazer uma curva de referéncia,
que precisa de 5 pontos de diluicdo para sua construcao. E a cada mudanca de
lote de reagente é necessario a elaboracédo de nova curva de referéncia. Tanto
as diluicbes quanto os calculos para curva de referéncia séo feitos
automaticamente através do programa informatizado do equipamento, bem
como o célculo a partir da curva, para o resultado das amostras dos pacientes
(154).

Os reagentes das subclasses IgG1 e IgG2 vem no volume de 1,5 ml por
frasco, o que daria aproximadamente 30 testes cada. S40 compostos por soros
policlonais de carneiro purificados, liquidos e prontos para uso. Ja os reagentes
para 1gG3 e 1gG4 vem no volume de 2,0ml por frasco, que daria
aproximadamente 40 testes cada. Sao suspensdes de particulas de polistireno
(“latex”) revestidas com anticorpos especificos para IgG3 e 1gG4, em frascos
separados, provenientes também de soros policlonais de carneiro. Estes
testes também sao utilizados para a elaboracédo da curva de referéncia, assim
como todas as diluicBes necessarias para a liberacdo dos resultados dos
pacientes (155)

Atualmente todos os equipamentos de Nefelometria sdo automatizados
e possuem um analisador e um programa informatizado, onde todos os
processos sao realizados com base nos comandos de um usuario técnico

treinado (156).
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4.6.2- Turbidimetria.

A Turbidimetria esta baseada no principio de medic&o da intensidade de
luz transmitida (156) (157). A determinacdo da concentracdo de antigeno
soltvel pelo método turbidimétrico envolve a reacdo com anti-soro especifico
para formar complexo antigeno- anticorpos insoluveis.

Quando a luz passa através da suspensao formada, uma parte da luz é
transmitida e é focada em um fotodiodo por um sistema de lentes opticas. A
guantidade de luz transmitida é diretamente proporcional a concentracdo de
proteinas especificas na amostra do teste. As concentracbes sao
automaticamente calculadas por referéncia a uma curva padrdo, armazenada
dentro da memoria do programa informatizado, no computador do
equipamento. Algumas reaclOes antigeno-anticorpo ndo formam grandes
imuno-complexos, suscetiveis a deteccdo turbidimétrica. Neste caso, se o
anticorpo é depositado sobre particulas de latex de tamanho apropriado, a
capacidade de dispersdo da luz, pelos complexos imunes formados com o
antigeno aumenta o suficiente para permitir a detec¢éo por Turbidimetria.

As amostras para a quantificacdo de subclasses de IgG em geral séo de
soro, utilizados diretamente de tubos primarios ou pipetados em tubos
menores, com no minimo de 150uL de volume. O volume utilizado por teste
varia de 10uL a 50uL de soro e a reacdo de cada teste dura em média 15
minutos. Os anti-soros 1gG1l e IgG2 séo policlonais de soro de carneiro
purificados, mono especificos e prontos para uso, em volume de 4,5 ml por
frasco. Enquanto que os anti-soros de 1gG3 e IgG4 , policlonais de carneiro

purificados, mas estdo revestindo particulas de latex em suspensédo prontas
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para uso, no volume de 6,7 ml por frasco. Reagente para IgG total também
acompanha os insumos. Padrdo (calibrador) e controles vém em solucéo
pronta para uso. A curvas de referéncia sdo elaboradas automaticamente com
6 pontos de diluicdo para cada uma das subclasses e devem ser refeitas
sempre que um novo lote de reagente for trocado. A leitura se faz com
aparelhos de espectrofotometria automatizados, em comprimentos de onda
entre 340nm e 600nm, com programas informatizados, possibilitando que os

procedimentos por um operador técnico treinado sejam realizados (158).

4.6.3- Imunodifusao radial.

E uma técnica quantitativa utilizando a reacdo de precipitacdo em gel
para quantificar complexos antigeno-anticorpo. Trata-se de método largamente
utilizado para quantificar Imunoglobulinas e proteinas do soro em geral,
baseado numa variacdo da técnica de imunodifusdo simples (159), sendo que
um anticorpo é incorporado ao gel de agarose (Agar-agar) e espalhado em
uma placa ou lamina de vidro. Pocos, em forma de pequenos orificios, sdo
feitos no Agar gel. O material a ser testado é colocado em um orificio e
amostras de antigeno que servem como padrdes sdo colocados em outros. A
placa de Agar ¢ incubada em camara Umida durante a difusdo do antigeno (48
a 72 horas). Ha a formacdo de halos de precipitina (complexos antigenos-
anticorpos) em volta dos orificios. Os diametros dos halos aumentam com o
tempo, pois o0 antigeno se difunde no meio, reage com o anticorpo e formam os
complexos insoluveis de precipitacdo na regido de equivaléncia, a qual

representa uma fronteira mével a medida que o antigeno se difunde. Portanto a
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area (ou o diametro) do halo de precipitacdo formado na presenca de uma
dada concentracdo de anticorpo pode ser medida nas condicbes em que o
equilibrio foi atingido, e é diretamente proporcional a concentracao do antigeno.
Uma curva padréo pode ser graficamente desenhada medindo os diametros
(ou areas) dos halos correspondentes a varias concentracfes iniciais
conhecidas de antigeno. Existe uma relacdo linear entre o quadrado do
diametro do halo e a concentracdo do antigeno. Curvas-padrdo em que a
abscissa representa as concentracdes dos padrdes e a ordenada o diametro do
halo de precipitina permitem que a concentracdo de antigeno de uma amostra
desconhecida seja determinada graficamente (160). Existem placas comerciais
prontas para uso, mas o procedimento técnico continua demorado (de 24h a 72
horas) e é essencialmente manual. A leitura dos halos, mesmo utilizando
réguas de leitura, € essencialmente visual.

No caso de dosagens de subclasses de IgG as placas sdo individuais
para cada uma das subclasses, podendo ser adquiridas separadamente. Cada
placa possui 24 orificios. Controle e Padrdo estdo liofilizados e sao
reconstituidos em solucdo tampao. As amostras de soro devem ser diluidas
previamente, de forma manual, em solucdo tampéo e pipetadas nos orificios
das placas de agarose. Para IgG1 e 1gG2 na diluicdo de 1:20 e IgG3 e IgG 4 na
diluicdo de 1:4. O padrdo também deve ser diluido para a elaboragédo da curva
de referéncia, em quatro pontos, nas concentracdes de 100%, 70%, 40% e
10% do calibrador em solucdo tampéo. Estas concentracbes sao pipetadas,
cada uma em um orificio da placa de agarose. O controle deve ser pipetado
puro e estar dentro da faixa esperada na leitura. Tanto as amostras, padroes e

controle devem ser pipetados com micropipeta no volume de 5uL. As placas de
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gel de agarose devem ser fechadas e incubadas a temperatura ambiente (18°C
a 25°C), na posicao horizontal, de 64 a 72 horas. As leituras do diametro dos
halos formados devem ser em milimetros e comparados ao grafico da curva de
referéncia. Placas utilizadas parcialmente estardo viaveis em até duas
semanas se bem acondicionadas (sacos de embalagem fechados a

temperatura de 2°C a 8°C) e suas curvas de referéncias validas (161).

4.6.4- Imunoenzimatico.

Os métodos imunoenzimaticos (ELISA- Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay, por exemplo) sdo baseados na utilizacdo de
anticorpos marcados com enzimas para deteccao, titulacdo e quantificacdo de
substancias de interesse bioldgico. Na sua versdo mais simples, utilizam-se
microplacas de Poliestireno, com 96 pocos de 100 pL de volume cada um,
contendo antigenos absorvidos, que sédo reconhecidos pelos anticorpos cuja
presenca se quer detectar. A amostra de soro de um paciente, onde estdo os
anticorpos de interesse, € incubada em varias diluicbes, nos pocos da
microplaca, por periodos de no maximo algumas horas. Em seguida, a
microplaca € lavada para a retirada dos anticorpos nao ligados, seguindo-se a
incubagcdo com anticorpos secundarios, conjugados com enzimas, 0s quais sao
especificos para as classes ou subclasses de Ig de interesse. Apods nova
lavagem, faz-se a incubacdo com o substrato da enzima utilizada, gerando o
produto a ser quantificado por método colorimétrico. Coloca-se uma solugéo de
parada para estancar a reacdo, e em seguida a microplaca é lida em leitor de

microplaca, no comprimento de onda apropriado, que depende da combinacao
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conjugado/substrato utilizada. Os resultados lidos permitem estruturar a curva
padrdo, contra a qual as amostras desconhecidas serdo avaliadas, desde que
os controles com valores conhecidos e padrées fagcam parte do teste (162).
Para a quantificacdo de Subclasses de IgG este tipo de imunoensaio
ainda é semi- automatizado. Em geral precisam-se utilizar duas microplacas
revestidas com anticorpo humano, por ensaio, mesmo tendo poucas amostras,
inviabilizando os outros pocos da placa, pois todas as amostras, controles e
curva padrédo devem ser realizados no mesmo ensaio. As amostras de soro
devem ser previamente diluidas, em geral, em uma diluicdo 1:2500. Mas as
bulas sugerem também que o proprio técnico deve encontrar o ponto 6timo de
diluicdo. Para elaboracéo da curva padréo, o padrédo deve ser reconstituido em
solucdo tampao, pois vem liofilizado e posteriormente diluido para gerar 6
pontos para a construcado da curva ( padrdo puro,1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32). O
controle também vem liofilizado e é reconstituido em solugcédo tampao. Tanto as
amostras e padréo diluidos, controle e os monoclonais especificos para cada
subclasse sédo pipetados manualmente no volume de 50uL, nos pocos das
microplacas. Este sistema € uma ELISA tipo sanduiche, pois utiliza dois
anticorpos entre o anticorpo alvo para deteccdo. A placa de microtitulacédo
revestida captura os reagentes monoclonais, que sdo especificos para cada
subclasse de IgG humana. Os anticorpos monoclonais, por sua vez capturam a
subclasse IgG humana, para os quais sdo especificos, presentes na amostra
de soro. O capturado € entdo marcado por uma peroxidase anti-lgG humana
(conjugado). O sinal de deteccédo é entdo gerado em propor¢cdo a quantidade
de anticorpos da subclasse humana presente na amostra de soro. Existem dois

periodos de incubacdo de 30 minutos cada: um para incubar os monoclonais,
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amostras, padrdo e controles e posteriormente para incubar a peroxidase
conjugada. Sao quatro lavagens com solugcédo tamp&o entre as incubacdes. A
incubacdo com o substrato colorimétrico, que se revelara com a acédo da
peroxidase € de 10 minutos. Todas as incubacdes sao a temperatura ambiente.
A leitura deste sinal colorimétrico é realizada em leitores de microplacas no
comprimento de onda de 414nm ou 405nm, apos a colocacéo de solucao de
parada e realizada em no maximo 1 hora e € proporcional a quantidade de

subclasses de IgG presente no soro da amostra (163).
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5- METODOLOGIA

5.1- Estudo de Reviséo Sistematica conduzido de outubro 2010 a
agosto de 2011.

Realizou-se levantamento de artigos cientificos nas bases de dados
eletrénicas: Pubmed, MEDLINE-Bireme, EMBASE - BIOMEDICAL ANSWERS,
Cochrane Library, SciELO E LILACS e também Banco de Tese da CAPES,
acessado através do Portal de Periodicos da Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), como a Biblioteca Digital da
Universidade de Sao Paulo (USP) e o Portal de Teses e Dissertacfes em
Saude Publica da Biblioteca Virtual em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

Na base Pubmed a busca foi referente aos anos de 1980 a 2011. O
inicio do periodo foi escolhido pelo advento de novos padrdes de referéncia
para as metodologias. Cada busca foi salva em formato PDF, conservando o
registro da data da pesquisa. A estratégia de busca baseou-se nos termos:
“Immunoglobulin  G” AND “Reference Values” AND *igg subclass’,
“Nephelometric” OR “Immunonephelometric”, “Immunodiffusion” AND “Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay”. Nem todos o0s descritores estavam
contemplados na base de descritores do Pubmed (Mesh database — Medical
subject Heading). Por estas razfes, as buscas foram realizadas primeiramente
utilizando o Mesh e em seguida utilizando descritores escolhidos com base na
literatura cientifica. Utilizamos na base Pubmed os limites da pesquisa em
seres humanos; sendo algumas buscas limitadas em criangas. Os critérios de

inclusdo foram: artigos que fizessem referéncia a valores de referéncia de
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dosagem de subclasse de imunoglobulina em criancas e publicados nos

idiomas espanhol, inglés, francés, alemao e portugués.

5.2-Selecédo dos Estudos.

5.2.1- Avaliacdo dos resumos e critérios de incluséo e excluséao.

Os documentos identificados tiveram seus titulos e resumos avaliados
por dois revisores independentemente, aplicando os critérios de inclusédo e
exclusdo. A selecéo final foi realizada em reunido de consolidacéo da selecao

dos pesquisadores.

5.2.2- Os critérios de incluséo e excluséo.

Critérios de inclusdo: estudos que avaliem as quantidades das
subclasses de IgG em individuos saudaveis, de seis meses a 18 anos,
utilizando qualquer metodologia para quantificacdo de subclasses de IgG, com
qualquer tipo de desenho de estudo e que permitam definir as faixas de valores
de referéncia para as populacfes estudadas.

Critérios de exclusdo: Quaisquer artigos recuperados nas buscas que

nao se enquadram na definigdo acima.

5.3- Coleta de Dados.

A coleta de dados dos estudos foi realizada por dois investigadores, em

arquivo eletronico, e quando houve discordancia nas informacdes coletadas,
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um terceiro revisor foi consultado. Os componentes principais que foram
coletados sado informacdes sobre os estudos, compreendendo suas
referéncias, caracteristicas do estudo, tais como, meétodo, participantes
(tamanho da amostra, idade, etc.), intervencdo, desfechos e resultados e
informacdes dos revisores.

A analise integral dos artigos excluiu os artigos que ndo possuiam dados
capazes de serem extraidos.

Foi elaborada uma planilha de extracdo para a andlise dos valores de
referéncia das subclasses de imunoglobulina com os seguintes itens: PMID do
artigo, ldentificacdo da técnica usada, marca do fabricante dos insumos e
reagentes, pais de origem do estudo, tamanho e perfil da populacdo da faixa
etaria (agrupada por meses até 12 meses de vida, e por ano até 15 anos), tipo
de amostra bioldgica (sangue, soro) Em relagdo a amostra, registramos tempo
e temperatura de estocagem da amostra. As informacdes sobre os valores
registrados eram média geométrica, média aritmética e intervalo de referéncia

(limite minimo, limite maximo).
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6- RESULTADOS

6.1 Busca, identificacdo, recuperacdo e analise da literatura
cientifica internacional, sobre a quantificacdo de Subclasses de IgG por

varios métodos laboratoriais.

Nas secdes que se seguem, serdo descritas, de forma sistematica, a
realizagdo e os resultados de busca realizada em diferentes bases de dados
informatizadas. A busca foi inicialmente direcionada para os métodos
laboratoriais, identificadas anteriormente, mas complementada por busca nao
direcionada por método laboratorial. Neste processo foi dada prioridade a base
de busca PubMed, visto que esta cobre a vasta maioria das publicacbes
cientificas na area de Medicina, em muitos idiomas, e por um periodo muito
amplo. Contudo, foram feitas também buscas em outras bases de dados mais
restritos, as quais sao descritas subsequentemente, como complemento das

informacdes obtidas na PubMed.

6.1.1. Nefelometria e Turbidimetria.

6.1.1.1- Busca inicial.

A busca foi inicialmente realizada com os termos “Human IgG
subclasses AND nephelometric or immunonephelometric AND Reference
Values", identificando 17 artigos (anexo 1). Quatorze destes foram eliminados,
por estarem relacionados com dosagens de outras proteinas (Figura 2), sendo
0S outros trés selecionados para analise integral (Figura 2). A busca foi limitada
pelos seguintes itens: Idioma: Inglés, Francés, Espanhol, Aleméo e Portugués.

Faixa Etaria: Todas as criangas — 0 — 18 anos (All Child: 0-18 years), Periodo
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de publicacéo: entre 01 de janeiro de 1980 a 29 de abril de 2011 (data da

realizacdo da busca).

6.1.1.2- Novos ciclos de busca.

A segunda busca teve seus descritores selecionados pelo Mesh
(mnendmico para Medical Subject Headings), recurso pelo qual a base de
dados informatizada Pubmed disp8e para selecionar seus descritores: com
(("Immunoglobulin  G"[Mesh]) AND "Reference Values"[Mesh]) AND
"Nephelometry and Turbidimetry"[Mesh])) foram encontrados 38 artigos. Essa
busca foi refeita com os mesmos descritores, sem estar ligada a plataforma do
Mesh, que ampliou o resultado para 46 artigos localizados, nos quais estava
incluida a totalidade dos artigos ja identificados na plataforma do Mesh. Apés a
aplicacao dos limites especificados no item 6.1.1.1, restaram 19 artigos (anexo
2). Estes foram analisados pelo titulo e resumos, 0 que permitiu excluir mais
15 artigos, como se segue: 1 artigo de revisao, 3 artigos sobre dosagens de
subclasses de Ig, em outros contextos ndo-relacionados com IDP, 10 sobre
dosagens de Ig sem identificacdo de subclasses, 1 sobre dosagem de Ig em
liquido cefalorraquidiano, e portanto nao-relacionado com as dosagens
plasméticas em IDP. Restaram 4 artigos selecionados para andlise integral

(Figura 2).

6.1.1.3- Busca ampliada.

Com o objetivo de realizar uma busca mais abrangente, para excluirmos
a possibilidade de que artigos relevantes tivessem escapado as buscas

anteriores, uma terceira busca foi realizada, somente com o0s descritores
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‘Immunoglobulin G” [Mesh] AND "Reference Values” [Mesh], que localizou
1220 artigos. Destes, com a aplicacdo dos limites mencionados, foi possivel
selecionar 283 (Anexo 3); ao liberar do Mesh da selecdo, foram localizados
361 artigos (Anexo 4), dos quais 354 foram eliminados porque nao se referiam
a guantificacdo de subclasses de IgG, ou porque se referiam a dosagens
realizadas em contexto ndo relevante para IDP e 1 porque utilizava a
metodologia de imunodifusdo, motivo pelo qual foi transferido para a analise
pertinente. Dois outros artigos ndo possuiam resumos que pudessem ser
analisados e os textos integrais ndo estavam acessiveis (Figura 2). Como
resultado, foi possivel selecionar para analise integral apenas sete artigos
(Figura 2). A busca foi limitada pelos seguintes itens: Idioma: Inglés, Francés,
Espanhol, Aleméo e Portugués. Faixa Etéaria: Todas as criancas — 0 — 18 anos
(All Child: 0-18 years), Periodo de publicacdo: entre janeiro de 1980 a maio

de 2011(data da realizacao da busca).

6.1.1.4-Consolidagdo da busca com a Metodologia de Nefelometria

e Turbidimetria.

Apos a remocao das sobreposicdes entre resultados das varias rodadas
de busca, cinco artigos foram selecionados para analise integral contendo
dados extraiveis. (Figura 2). A Tabela 1 lista esses 5 artigos, detalhando o local
onde cada um foi conduzido, o ano de publicacdo, a faixa etaria estudada e o
tamanho amostral. Com base na andlise integral dos 6 artigos selecionados
para a analise integral, um trabalho (“Determination of IgG subclasses: a need
for standardization”) (10) foi excluido, por ndo analisar uma populagéo

saudavel de criancas. Os 5 artigos apresentados na Tabela 1 possuiam dados
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adequados para analise e todos eram da metodologia de Nefelometria e

nenhum de Turbidimetria.
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Figura 2

Fluxograma da busca relativa a Nefelometria e Turbidimetria.

("Immunoglobulin G"[Mesh]) Immunoglobulin G AND Reference human igg subclasses AND
AND "Reference Values AND Nephelometry and nephelometric or
Values"[Mesh] Turbidimetry (sem Mesh) immunonephelometric

and Reference Values

1220 artigos 46 artigos

localizados localizados 58 amgos
localizados

Limites
Data: 1980/01/01 to 2011/04/29
Idade: All Child: 0-18 years
Lingua: English, French, Spanish, Portuguese, German

283 artigos
localizados.

19 artigos 17 artigos

localizados. localizados.
Retirado O MESH. 15 artigos excluidos
(1 reviséo,3 14 artigos
) dosagens ndo excluidos (13
361 artigos subclasses em sobre dosagens
localizados. patologias, 10 | de outras
dosagem de Ig -néo proteinas, 1
. . " subclasse, 1 sobre IDP z
354 artigos excluidos (ndo dosagem em liguido
eram dosagem de subclasse ou -
eram sobre dosagens em b m
doengas ou sem resumo para Y

avaliar(n=2))

4 artigos
selecionados

3 artigos

7 artigos selecionados

selecionados

6 artigos selecionados paraa andlise integral

1artigo excluido (a populagéo
de criancas ndo saudaveis)

5 artigos - dados extraidos e analisados



Tabela 1

Referéncias utilizadas para extracédo de dados: Nefelometria
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PMID

TITULO

ANO

Autores

PAIS

Tamanho
amostral

Faixa
etaria

20153742

16562781

14578325

7840433

7632032

Pediatric reference intervals for
immunoglobulin G and its subclasses
with Siemens immunonephelometric
assays.(4)

Serum immunoglobulin (IgG, IgM, IgA)
and IgG subclass concentrations in
healthy children: a study using
nephelometric technique.(5)

IgG subclass concentrations in certified
reference material 470 and reference
values for children and adults
determined with the binding site
reagents.

Nephelometric measurements of human
IgG subclasses and their reference
ranges.

Evaluation of human IgG subclass
assays on Beckman array.

2010

2005

2003

1994

1995

Lepage e col ¥

Aksu e col ®

Schauer e col ©

Vlug e col (164)

Pressac e col
(165)

Canada

Turquia

Alemanha

Holanda

Franca

417

545

312

325

85

1M a 18A

1Dal6 A

6M a 18A

OM a 18A

10M a 15A

D=dias, M=meses, A= anos , PMID: numero identificador na plataforma PUBMED (Pubmed identification)
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6.1.2. ELISA ("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay")

6.1.2.1- Busca inicial.

A primeira busca realizada para a metodologia de ELISA foi baseada nos
descritores (("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” [Mesh]) AND "Reference
Values"[Mesh]) AND "Immunoglobulin G"[Mesh], sendo aplicados os limites
definidos acima, o que permitiu localizar 75 artigos (anexo 5). Quando a
mesma busca foi realizada sem ter sido feita selecdo pelo Mesh, o resultado
incluiu 111 artigos (anexo 6). Destes, foram eliminados 103 artigos, como se
segue: 55 artigos eram estudos em adultos, 1 era conduzido em modelo
animal, 47 descreviam dosagens de Ig total e/ou subclasses em patologias
diversas, sem relacdo com IDP, ou ainda eram estudos de niveis de anticorpos
pos-vacinacdo. No final do processo, 8 artigos selecionados para analise

integral (Figura 3).

6.1.2.2- Novos ciclos de busca.

Uma segunda busca utilizou os descritores “Human IgG subclasses AND
ELISA AND Reference Values”, sem o Mesh. Foram localizados 31 artigos;
com a aplicagdo dos limites previamente estabelecidos, este nimero se reduziu
para 17 artigos (Anexo 7) que foram analisados pelo titulo e resumo restando

6 artigos selecionados para a analise integral (Figura 3).
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6.1.2.3- Busca ampliada.

Uma terceira busca foi realizada com o objetivo de eliminar a
possibilidade de que artigos relevantes tivessem escapado as buscas acima.
Com essa finalidade, utilizou-se somente os descritores “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay or ELISA AND Human IgG subclasses” e, com a
aplicacdo dos limites previamente selecionados foram localizados 238 artigos
(Anexos 8 e 9). A andlise dos titulos e resumos resultou na eliminagdo de 230
artigos, por serem estudos com dosagens de Imunoglobulinas em varias
patologias ndo relacionadas com IDP. Foi possivel, no final, selecionar para

analise integral 8 artigos (Figura 8).

6.1.2.4- Consolidacao da busca para a Metodologia de ELISA.

Apos a remocgao das sobreposicdes entre os trés ciclos de busca, 10
artigos foram selecionados para andlise integral (Figura 3). Esta analise
permitiu excluir mais 4 artigos como se segue: em trés artigos nao foram
publicados os dados numéricos de forma que pudessem ser extraidos, sO
sendo apresentados os dados em graficos e 1 artigo estudava anticorpos anti-
tetnicos. Sobraram 6 que podiam ser analisados com obtencdo de dados
extraiveis. A Tabela 2 lista esses 6 artigos, detalhando o local onde foi
conduzido cada estudo, o ano da publicacdo, a faixa etaria estudada e o

tamanho amostral.



Figura 3
Fluxograma da busca relativa a ELISA

human igg subclasses AND human igg subclasses AND ELISA
ELISA AND Reference Values

"Enzyme-Linked Immunosorbent
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Lingua: English, French, Spanish, Portuguese, i
German T5artigos
localizados.

17 artigos

238 artigos
y localizados.

localizados. Retirado o MESH.

11 artigos excluidos
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apresentam dados extraiveis, 1
anticorpos anti-tetanico)

6 artigos - dados extraidos e analisados



Tabela 2

Referéncias utilizadas para extracédo de dados: ELISA

PMID TITULO ANO Autores PAIS tamanho faixa
amostral etaria
8572895 Development of IgG subclasses in healthy Polish children. 1994 Greg?lrgg e Polbnia 152 4M al6 A
col
8503267 Normal levels of IgG subclass in childhood determined by 1993 Hayashibara Japéo 308 7™M a 14A
a sensitive ELISA. e col®®"
8250433 The determination of IgG subclasses in healthy children by 1993 Quiles Durae Espanha 164 1A a 14A
ELISA with monoclonal antibodies]. col®6®)
8067664 The determination of IgG subclass concentrations in 1994 Miles e coll”  Alemanha 180 5A a 13A
serum by enzyme-linked immunosorbent assay:
establishment of age-related reference ranges for cord
blood samples, children aged 5-13 years and adults.
7695068 Methodologic problems in establishing normal values for 1994 Pressler e Dinamarca 227 6M a 14A
IgG subclass concentrations in a pediatric population; col®?
comparison of radial immunodiffusion and ELISA methods.
2398907 [lgG subclass level in healthy children]. 1990 Zielgrgg)e Alemanha 159 3Mto 16A
col

D=dias, M=meses, A= anos , PMID: numero identificador na plataforma PUBMED (Pubmed identification)
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6.1.3. Imunodifusao radial

6.1.3.1- Busca inicial.

A primeira busca realizada utilizou os descritores “(("Immunoglobulin
G"[Mesh]) AND "Immunodiffusion [Mesh]’) AND "Reference Values [Mesh]))",
permitindo localizar 45 artigos. ApoOs a aplicacdo dos limites definidos acima,
foram selecionados 8 artigos (Anexo 10). Quatro destes foram eliminados por
ndo dosarem subclasses de imunoglobulina, e os 4 restantes foram

selecionados para analise integral (Figura 4).

6.1.3.2- Novos ciclos de busca.

A segunda busca foi realizada a partir dos descritores “Immunoglobulin
G AND Immunodiffusion AND Reference Values", e permitiu localizar 85
artigos, dos quais, com a aplicacdo dos limites definidos acima, foram
selecionados 20 (Anexo 11). Onze destes foram eliminados na analise
subsequente por ndo dosarem subclasses de imunoglobulina ou por tratarem
de dosagens em patologias diversas, ndo relacionadas com IDP; 1 artigo ndo
possuia resumo nem estava acessivel; os 9 restantes foram selecionados para

andlise integral (Figura 4).

Uma terceira busca foi realizada com os descritores “Human IgG
subclasses” AND “radial Immunodiffusion” AND “Reference Values", resultando
num total de 11 artigos localizados. Apds a aplicacdo dos limites definidos
acima, foram selecionados 8 artigos (Anexo 12). Um destes foi eliminado por
nao dosar subclasses de imunoglobulina e 7 foram selecionados para analise

integral (Figura 4).
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Uma quarta busca foi realizada com os descritores “human igg subclasses
AND radial Immunodiffusion”, permitindo identificar 70 artigos. Com a aplicacao
dos limites definidos acima, foram selecionados 31 artigos (Anexo 13). Vinte e
trés destes foram excluidos por dosarem imunoglobulinas ou subclasses em
doencas nao relacionadas com IDP ou por ndo dosarem subclasses de IgG; 8

foram selecionados para analise integral (Figura 4).

6.1.3.3- Consolidagdo da busca com a Metodologia de Imunodifusé&o

Radial.

ApoOs a remocao das sobreposicdes, 11 artigos foram selecionados para
analise integral (Figura 4). Ap6s a analise integral, 4 artigos foram excluidos
por ndo conterem dados que pudessem ser extraidos; ndo tivemos acesso ao
texto integral de um artigo e os 7 artigos restantes foram selecionados para
extracdo e andlise. A Tabela 3 lista esses artigos, detalhando o local e o0 ano
do estudo, a faixa etaria estudada e o tamanho amostral. Um artigo que ja
constava na Tabela 2, da metodologia de ELISA, foi selecionado também
nestas buscas para Imunodifusdo Radial, pois tinha dados extraiveis para as

duas metodologias (12).
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Figura 4

Fluxograma da busca relativa a Imunodifuséao radial

human igg human igg subclasses and (("Immunoglobulin ") AND B L )

e PPy "Immunodiffusion") AND AND
subclasses and radial immunodiffusion e —— "Immunodiffusion”[Mesh])

AND "Reference Values"[Mesh

radial and reference values
immunodiffusion

70 artigos 11 artigos 85 artigos 45 artigos
localizados. localizados. localizados. localizados

Limites

L Data:  1980/01/01 to 2011/06/07

Idade: Al Child: 0-18 years

Lingua: English, French, German, Spanish, Portuguese

A 4

31 artigos
localizados.

8 artigos

8 artigos
localizados.

20 artigos

localizados. localizados.

28 artigos 1 artigo 4 artigos

11 artigos excluidos

i Xclui b i
:;(g::lzgzn aesra:)nl] (enffou dQseram (o wam sawe ?:;(I)mdos eram
o ¢ subclass de 1gG ou
ndo eram sobre sobre subclass sobre subclass

subclass de 19G ) delgG) Sabré 0ulras doengas) de 1gG

8 artigos 7 artigos 9 artigos

selecionados selecionados

4 artigos

selecionados selecionados

11 artigos selecionados para a andlise integral . .
4 artigos excluidos (3 néo

1 apresentam dados extraiveis, 1

sem acesso ao artigo)

7 artigos - — dados extraidos e analisados



Tabela 3

Referéncias utilizadas para extracdo de dados: Imunodifusao

PMID TITULO ANO Autores PAIS tamanho faixa
amostral etaria

9681129 Serum IgG subclass levels in a group of healthy Thai 1998 Ngamphaiboon  Tailandia 195 0 a 15A
children. e col*™

9084997 Serum immunoglobulin G subclasses in healthy infants 1997  Liatsis e coll*™V Grécia 414 1M a 14A
and children in Greece.

7695068 Methodologic problems in establishing normal values for 1994 Pressler e col™®  Dinamarca 227 0 a 15A
IgG subclass concentrations in a pediatric population;
comparison of radial immunodiffusion and ELISA
methods.

6771908 Serum levels of immunoglobulin G subclasses in 1980 Apampa e Nigeria 128 6A a 42A
Nigerians. col®?

2515060 Serum IgG subclass concentrations in healthy subjects 1989  Plebani e col® Italia 448 6M a 18A
at different age: age normal percentile charts.

2398907 [lgG subclass level in healthy children]. 1990 Zielen e col*®®  Alemanha 159 3M a 16A

7974810 Serum immunoglobulin G subclass values in healthy 1994 Berkel e col*®)  Turquia 329 1D a 16A

Turkish children and adults.

D=dias, M=meses, A= anos , PMID: numero identificador na plataforma PUBMED (Pubmed identification)
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6.1.4. Subclasse de IgG e concentragdo em criancgas,

independentemente da metodologia.

6.1.4.1- Busca inicial.

A busca foi inicialmente realizada com os termos de busca “IgG
subclasses” AND “concentrations” AND “Children”, permitindo identificar 133
artigos (Figura 5), apés a aplicacdo dos limites de data (01/01/1980 até
29/04/2011), idade (0 até 18 anos) e idioma ( Inglés, Francés, Alemao,
Espanhol e Portugués). Andlise dos titulos e resumos levou a exclusédo de 116
artigos, por dosarem subclasse de imunoglobulina em diversas doengas nao
relacionadas com IDP. Foram selecionados 17 artigos para a analise integral.
Nessa etapa foram excluidos 4 artigos: 1 utilizava a metodologia de
Radioimunoensaio; 1 ndo possuia dados adequados para extracdo; 2 nado
estavam acessiveis. Durante a andlise dos 13 artigos restantes, verificou-se: 4
artigos utilizaram a metodologia de Nefelometria (100% j& localizado nas
buscas anteriores); 5 utilizaram ELISA (80% localizados nas buscas anteriores,
1 artigo novo incluido); e 4 utilizaram Imunodifusdo (100% j&a localizado nas

buscas anteriores).

6.1.4.2- Novos ciclos de busca.

Nova busca foi realizada com os descritores “IgG subclass” AND “Levels”
AND “Children”, permitindo identificar 350 artigos, apds a aplicacdo dos limites
de data (01/01/1980 até 29/04/2011), idade (O até 18 anos) e idioma ( Inglés,
Francés,Alemao, Espanhol e Portugués). Apoés a analise dos titulos e resumos

foram excluidos 334 artigos, por dosarem subclasses de imunoglobulina em
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diversas doencas. Foram selecionados 16 artigos para a analise integral, a qual
permitiu excluir 1 artigos por ndo possuir dados extraiveis. Os 15 artigos
restantes incluiam: 2 que utilizaram a metodologia de Nefelometria (100% ja
localizado nas buscas anteriores); 6 que utilizaram a metodologia de ELISA
(66% localizado nas buscas anteriores, 2 artigos novos) e 7 que utilizaram a
metodologia de Imunodifusdo radial (100% localizados nas buscas anteriores),
(Figura 6).

Uma terceira busca foi realizada com os descritores “IgG subclass” AND
“values” AND “Children", permitindo identificar 96 artigos. Apos a aplicacéo dos
limites de data (01/01/1980 até 29/04/2011), idade (0 até 18 anos) e idioma
(Inglés, Francés, Espanhol,Alemdo e Portugués) passaram para 84 artigos.
Pela andlise dos titulos e resumos, foram excluidos 68 artigos, que tratavam de
dosagens de subclasse de imunoglobulina em diversas doencas, relacionadas
ou ndo com IDP, ou revisdo de subclasses de IgG, ou doenca de subclasses
de IgG em resposta antigeno-especifica e 1 por ndo tratar de dosagem de
subclasse. Foram selecionados 16 artigos para a andlise integral. Nessa etapa
foram excluidos 2 artigos, pois ndo possuiam dados extraiveis. Os 14 artigos
restantes incluiam: 3 que utilizaram a metodologia de Nefelometria (100% ja
localizado nas buscas anteriores); 5 tratando da metodologia de ELISA (66%
localizados nas buscas anteriores, 2 artigo novo incluido); e 6 usando a
metodologia de Imunodifusdo (100% j& localizado nas buscas anteriores).

(Figura 7).
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6.1.4.3- Consolidacéo das buscas de subclasse de IgG e dosagens,

independentemente da metodologia.

A consolidacdo das buscas “IgG subclass” AND “concentrations” AND
“Children" , “IgG subclass” AND “levels” AND “Children" e “IgG subclass” AND
“values” AND “Children”, realizada sem especificacdo de metodologia e tendo
sido verificada a sobreposicao localizou mais dois artigos né&o localizados
anteriormente. Um destes foi eliminado por ndo estar acessivel. A referéncia

restante esta relacionada na tabela 4.
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Figura 5

Fluxograma da busca relativa a Concentragdo de Subclasses de
Imunoglobulina G

"1gG subclass AND concentrations AND Children”

Limites
Data: 1980/01/01 to 2011/04/29
Idade: All Child: 0-18 years
Lingua: English, French, German, Spanish,
Portuguese

133 artigos localizados.

( 116 artigos excluidos por
dosagem em diversas
patologias

17 Selecionados para

analise integral

sem dados para extragéo, 2

( 4 artigos excluidos (1 RIE, 1
L sem acesso)

13 Selecionados para
analise integral

4 - Nefelometria

4 - imunodifusao

100% localizados 80% localizados 100% localizados
nas buscas nas buscas nas buscas
anteriores anteriores (1 artigo anteriores

novo incluido)
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Figura 6

Fluxograma da busca relativa aos Niveis de Subclasses de
Imunoglobulina g

" |gG subclass AND Levels AND Children”

Limites
Data: 1980/01/01 to 2011/04/29
Idade: All Child: 0-18 years
Lingua: English, French, German Spanish,
Portuguese

350 artigos localizados.

334 artigos excluidos por
dosagem em diversas
doencas

16 Selecionados para

analise integral

1 sem dados extraiveis

15 Selecionados para
andlise integral

2 - Nefelometria

7 - Imunodifusao

100% localizados 66% localizados nas 100% localizados
nas buscas buscas anteriores 2 nas buscas
anteriores artigos novos anteriores
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Figura 7

Fluxograma da busca relativa aos Valores de Subclasses de
Imunoglobulina G

" Immunoglobulin G subclass AND values AND Children”

Limites
Data: 1980/01/01 to 2011/04/29
Idade: All Child: 0-18 years
Lingua: English, French, German Spanish,
Portuguese

84 artigos localizados.

68 artigos excluidos por
dosagem em diversas
doencas

16 Selecionados para
andlise integral

( 2 artigos excluidos ( dados
L néo extraiveis)

14 Selecionados para
analise integral

3 - Nefelometria 6 -imunodifusdo

100% localizados 66% localizados nas 100% localizados
nas buscas buscas anteriores (2 nas buscas
anteriores novos artigos) anteriores



Tabela 4

Referéncias utilizadas para extracéo de dados: Subclasse de IgG e dosagens

PMID TITULO ANO Autores PAIS Tamanho Faixa etaria
amostral
1960601 |Immunoglobulin G subclass values in 1991  Ambrosino DM®? USA 910 6M a 60M

healthy black and white children.

D=dias, M=meses, A= anos , PMID: numero identificador na plataforma PUBMED (Pubmed identification)
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6.1.5. Buscas complementares nas BASES SciELO, LILACS e

MEDLINE.

Para as buscas complementares, a sistematica foi a utilizagdo dos
seguintes descritores: Immunodiffusion, Nephelometry and Turbidimetry,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, reference Values e human igg
subclasses. A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos dessa busca. Nas
bases Scielo e Lilacs ndo foi selecionado nenhum artigo para analise em
nenhuma das trés metodologias estudadas. Na base Medline a busca para a
metodologia ELISA localizou 8 artigos, dos quais 5 foram excluidos como se
segue: 1 era estudo in vitro, 1 era estudo em animal, 2 tratavam de dosagens
em patologias diversas nao relacionadas com IDP, 1 analisava anticorpos
antipolissacarideo. Os outros trés artigos ja tinham sido localizados na busca
do PubMed.

A busca para a metodologia de Imunodifusdo na base Medline localizou
4 artigos, os quais foram eliminados, sendo: 2 sobre Nefelometria (ja
localizados nas buscas anteriores); 1 estudo in vitro; 1 sobre dosagem em soro
de paciente com Anthrax.

A busca para a metodologia de Nefelometria localizou 2 artigos, dos quais 1 foi
eliminado por ser um estudo em adultos, e outro j& tinha sido selecionado em

buscas anteriores.

6.1.6. Busca complementar na base Cochrane.

A busca na Cochrane Library (que abrange revisdes, ensaios clinicos,
estudos metodoldgicos, avaliagbes econdmicas, Technology Assessments e

Cochrane Groups), para a metodologia de Nefelometria com os descritores
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“IgG subclasses and Nephelometry” localizou 1 artigo que foi eliminado por
tratar de patologia néo relacionada com IDP. A busca para a metodologia de
Imunodifusdo localizou 3 artigos; destes foram eliminados: um por tratar de
patologia ndo relacionada com IDP e outro de tratamento com IVIG. O artigo
restante ja estava incluido nas buscas anteriores.

A Ultima busca, focada na metodologia de ELISA, usando os descritores
“I[gG subclasses and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” localizou 27
artigos, sendo 26 eliminados por serem estudos em varias patologias néo

relacionadas com IDP. O artigo restante ja tinha sido localizado anteriormente.

6.1.7. Busca Complementar na base EMBASE - BIOMEDICAL

ANSWERS.

Para a metodologia de ELISA com os descritores “IgG subclasses” AND
“Reference” AND “Values” AND “Enzyme-Linked Immunosorbent “ localizou 7
artigos, dos quais 4 foram eliminados por tratarem de dosagem de subclasse
em diferentes patologias nao relacionadas com IDP; os 2 artigos ja foram
localizados em buscas anteriores e um novo estudo foi recuperado e encontra-

se na Tabela 7, mas ndo possue PMID.

A busca para a metodologia de Imunodifusdo com os descritores
“Immunoglobulin G” AND “Reference Values” AND “Immunodiffusion” localizou
10 artigos; sendo 4 eliminados por tratarem de patologias diversas nao
relacionadas com IDP; Os 6 restantes incluiam 4 j& localizados em buscas
anteriores e 2 novos. Os dois foram excluidos por ndo terem acesso, um foi

publicado em uma revista da Universidade do Kuwait e o0 outro publicado em
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uma revista canadense, que foi editada por apenas dois anos e posteriormente
incorporada a outra revista, ndo estando mais disponiveis as publicacdes

iniciais.

Na busca para a metodologia de Nefelometria, utilizando os descritores
“‘Nephelometry AND Reference Values AND human igg subclasses” foram
localizados 3 artigos, dos quais foram eliminados 2 (1 dosagem de classe de
Ig e 1 dosagem de opsoninas). O artigo restante ja tinha sido localizado em

buscas anteriores.
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6.1.8. Busca complementar no Banco de Teses.

A busca realizada no banco de Teses da Capes foram utilizados os
seguintes descritores: imunodeficiéncia primaria, subclasses de igg, niveis
séricos de igg, deficiéncia imunoldgica, deficiéncia de 1gG, ELISA,
Nefelometria, subclasse de IgG, valor de referéncia para subclasse de IgG,
Imunodifusdo radial (Figura 8). Num total de 529 teses, sem ter limitado

nenhum periodo, foram localizadas duas teses:

A) Fujimura, M D. Niveis séricos das subclasses de imunoglobulina g
(igg) em criancas normais e nefroticas. [Tese de Doutourado]. S&o
Paulo. Pés- graduacdo da Faculdade de Medicina da Universidade

de S&o Paulo. 1990. (174)

B) Martin, J G. Subclasses de imunoglobulina-g nos recém-nascidos de
termo e pré-termo. [Dissertacdo de Mestrado]. Botucatu. SP. Pés-

graduacdo da Universidade Estadual Paulista Julio Mesquita. 2000.

A tese “Subclasses de imunoglobulina-g nos recém-nascidos de termo e
pré-termo” de Martin, J G, foi excluida da analise porque nao
contemplava os critérios de inclusdo. Abordava as dosagens de
subclasses dos recém-natos e suas respectivas maes, como forma
comparativa as diversas variaveis, tais como peso ao nascer, tipo de

parto, idade gestacional, escolaridade.
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A busca no banco de teses da CAPES utilizando os descritores ELISA e
subclasses de IgG nao recuperou nenhuma tese relacionada com os
critérios de incluséo.

A busca no banco de teses da FIOCRUZ néo localizou nenhuma tese

relacionada com o nosso estudo.

6.1.9. Andlise da data e da origem dos estudos selecionados.

Inicialmente avaliamos onde os estudos selecionados para andlise
integral (27 artigos) tinham sido realizados e em que época. Essa andlise
revelou que a maioria dos estudos foi realizada em paises europeus, seguidos
dos paises da América do norte e asiaticos. (Figura 9). O Unico estudo
brasileiro encontrado foi a tese de Fujimura, M D, que nao resultou em trabalho
completo publicado, cujos dados estdo disponibilizados no site do BRAGID
(27). Mesmo nos estudos europeus, somente na Holanda e na Alemanha foram
definidos valores de referéncias para as trés metodologias avaliadas. A andlise
da época de realizacao dos estudos mostrou que somente no periodo de 1990
a 1995 foram realizados estudos de analise dos intervalos de referéncia

(padronizagao) nas trés metodologias. (Figura 10).
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6.2 — Andlise integral dos artigos selecionado.

Conseguimos obter acesso ao texto completo de todos os artigos
selecionados para andlise integral para as metodologias de Nefelometria,
ELISA e Imunodifusdo Radial, totalizando 27 artigos e uma Tese de Doutorado,
sendo que 19 artigos e a tese possuiam dados extraiveis, principalmente em
relacdo aos intervalos de referéncia das Subclasses de IgG. Um artigo (12) foi
utilizado para extracdo de dados em duas metodologias.

A consolidacdo de todas as buscas nas bases de dados eletrbnicas
utilizadas neste trabalho resultou em trés tabelas: Tabela 6, Tabela 7 e Tabela
8. Foram assim divididas pelas diferentes metodologias, constando em cada
uma: 1) letra com numero relacionados com a metodologia empregada e o
artigo, 2) numero de identificacdo do PubMed (quando existente), 3) titulo e
namero de sua referéncia bibliografica.

As letras com numeros foram utilizados na identificacdo dos artigos nos
graficos de niumeros 11 a 18. O estudo identificado por Sdo Paulo é referente a

Unica tese selecionada para analise.
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Tabela 5
Resultado da busca nas Bases: Scielo, LILACS e MEDLINE
Enzyme-Linked Enzyme-Linked Immunosorbent Enzyme-Linked Immunosorbent Assay AND Enzyme-Linked Immunosorbent Assay AND IgG subclasses
Immunosorbent Assay Assay AND Reference Values Reference Values AND Human IgG subclasses Reference Values AND IgG

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay AND
Reference Values AND IgG

Immunodiffusion Immunodiffusion AND Reference Immunodiffusion AND Reference Values AND
Values Human IgG subclasses

SciELO

Nephelometry and Nephelometry and Turbidimetry AND Nephelometry and TurbidimetryAND Reference Nephelometry and TurbidimetryAND
Reference Values Values AND Human IgG subclasses Reference Values AND IgG

N° de artigos

Turbidimetry

LILACS

Enzyme-Linked Enzyme-Linked Immunosorbent Enzyme-Linked Immunosorbent Assay AND Enzyme-Linked Immunosorbent Assay AND IgG subclasses
Immunosorbent Assay Assay AND Reference Values Reference Values AND Human IgG subclasses Reference Values AND IgG

Immunodiffusion Immunodiffusion AND Reference Immunodiffusion AND Reference Values AND Immunodiffusion AND Reference Values AND
MEDLINE Values human igg subclasses IgG

Nephelometry and Nephelometry and Turbidimetry AND  Nephelometry and TurbidimetryAND Reference Nephelometry and TurbidimetryAND

Turbidimetry Reference Values Values AND Human IgG subclasses Reference Values AND IgG
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Figura 8

Fluxograma da busca no BANCO DE TESES - CAPES
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Figura 9

Distribuicao dos trabalhos por pais de origem
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Distribuicdo dos trabalhos por periodo de realizacdo dos estudos

2005 a 2011

2000 a 2005

1996 a 1999

1990 a 1995

1986 a 1989
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Figura 10
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6.3- Analise dos dados extraidos por Metodologia.

Os artigos foram separados em grupos por metodologia e os dados
relevantes extraidos colocados em planilha eletrbnica. Os dados relevantes
foram: método laboratorial, tamanho amostral, faixas etarias, intervalos de
referéncia das Subclasses de IgG, dosagem de IgG total, insumo laboratorial
utilizado, estocagem e congelamento das amostras, tipo de amostra, método
estatistico para calculo dos intervalos de referéncia, coeficiente de variacéo
intra-ensaio e inter-ensaio, tipo de antisoro para SublgG e padrdo de proteina

plasmatica.

6.3.1- Dados extraidos dos artigos de Nefelometria

Todos os 5 artigos analisados (tabela 6) realizaram dosagens das 4
subclasses de IgG (IgG1l, 1gG2, 1gG3, 1gG4) e IgG total. As companhias
fabricantes dos insumos laboratoriais eram diferentes ("Siemens Healthcare
Diagnostics Products GmbH BN, Binding Site Reagents, BERING-BNA,
BECKMAN, DADE-BERING?”, etc.).

Trés dos 5 trabalhos indicam que a duragcdo do ensaio é inferior a 15
minutos, a natureza da amostra em 100% dos casos foi sangue(soro), 3
estudos congelaram a amostra, um n&o informou e outro ndo congelou, usando
a amostra imediatamente. Dois dos 3 estudos que congelaram os soros
informaram que o tempo de estocagem foi entre 60 a 84 dias. O
reconhecimento imunoldgico das proteinas (subclasses de IgG) foi feita por

anticorpos policlonais. Todos os 5 artigos fizeram a soma das concentragoes
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das subclasses relacionando com a concentracéo de IgG total e obtiveram boa
correlacdo. Os coeficiente de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio foram de
1.7% a 8.5 % e 2.3% a 10.3 % respectivamente e foram informados nos 5
artigos, demonstrando uma boa reprodutibilidade, tendo em vista a realidade
da area de ensaios imunoquimicos, com coeficientes sempre abaixo dos 15%.
Dois trabalhos apresentaram desvio-padrdo e apenas um artigo apresentou
intervalo de confianca 95%. Todos apresentaram limites minimos e maximos e
também calcularam seus intervalos de referéncia através dos percentis 2,5 a
97,5 das concentracdes de subclasses de IgG, utilizando varios métodos e
programas estatisticos. Os padrdes de proteina utilizados foram: baseados no

WHO 67/97(4 artigos) e CRM 470(1 artigo).

6.3.2- Dados extraidos dos artigos de ELISA

Foram analisados 8 artigos (Tabela 7), 7 dos quais realizaram dosagens
das 4 subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), com 1 artigo s6 tendo
dosado IgG4. A IgG total foi dosada em 50% dos artigos. As companhias
fabricantes dos insumos e reagentes foram diferentes (Jassen Biochemistry,
Birmingham/Dako, Biomakor, um insumo caseiro com diferentes marcas para
cada reagente, The Binding Site, Makela/Oxoid//Nycomed). O tempo de
realizacdo das dosagens relatado variou entre 2 horas e 6 horas, em alguns
com incubacdes durante a noite. A amostra utilizada em 100% dos casos foi
soro e 5 dos 8 estudos indicaram que as amostras foram congeladas, mas sem
informar o tempo de estocagem até a dosagem. O reconhecimento imunoldgico

das subclasses foi pela utilizacdo de anticorpos monoclonais. A soma das
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concentracfes das subclasses de IgG em relagdo a concentracéao de IgG total
foi demonstrada em 6 artigos. Os intervalos de referéncia foram calculados a
partir das médias geométricas e desvios padrbes, calculada a partir do
logaritmo das concentracdes, em 5 artigos, para a obtencdo de uma
distribuicdo normal.Enquanto que nos outros trés utilizaram medianas ou
meédias geométricas e percentis (2/2,5 a 95/97.5), definindo os limites minimos
e maximos através do primeiro e ultimo percentil. Todos os trabalhos utilizaram
o0 padrdo de proteinas baseado no WHO 67/97. Os coeficientes de variacdo
inter-ensaios e intra-ensaios foram de 4.8% a 7% e 8.7% a 18% e trés artigos

nao informaram.
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Tabela 6

Identificacdo das referéncias utilizadas para anéalise: Nefelometria

PMID TITULO
N#1 20153742 Pediatric reference intervals for immunoglobulin G and its
subclasses with Siemens immunonephelometric assays (4)
N#2 14578325 IgG subclass concentrations in certified reference material 470 and
reference values for children and adults determined with the binding
site reagents (9)
N#3 7840433 Nephelometric measurements of human IgG subclasses and their
reference ranges. (164)
N#4 7632032 Evaluation of human IgG subclass assays on Beckman array. (165)
N#5 16562781 Serum immunoglobulin (IgG, IgM, IgA) and IgG subclass
concentrations in healthy children: a study using nephelometric
technique. (5)
Tabela 7
Identificacdo das referéncias utilizadas para analise: ELISA
PMID TITULO

E#1 8572895 Development of IgG subclasses in healthy Polish children. (166)

E#2 8503267 Normal levels of IgG subclass in childhood determined by a
sensitive ELISA. (167)

E#3 8250433 The determination of IgG subclasses in healthy children by
ELISA with monoclonal antibodies. (168)

E#4 8067664 The determination of IgG subclass concentrations in serum by
enzyme-linked immunosorbent assay: establishment of age-
related reference ranges for cord blood samples, children aged
5-13 years and adults. (7)

E#5 7695068 Methodologic problems in establishing normal values for 1gG
subclass concentrations in a pediatric population; comparison of
radial immunodiffusion and ELISA methods. (12)

E#6 2398907 IgG subclass level in healthy children (169)

E#7 1960601 Immunoglobulin G subclass values in healthy black and white
children. (39)

E#8 Serum  immunogiobulin G  subclasses and  serum

immunogiobulin A in healthy Norwegian children and adults
(175)
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6.3.3- Dados extraidos dos artigos de Imunodifusdo Radial.

Sete artigos foram analisados (tabela 8), 6 dos quais realizaram
dosagens das 4 subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), com 1 artigo
gue nao dosou IgG4. A IgG total foi dosada em 4 dos 7 artigos. As companhias
fabricantes dos insumos laboratoriais foram diferentes (Marine Colloids, The
Binding site, Unipath,/Lite e policlonais da Cruz Vermelha Holandesa, etc.). O
tempo de realizacdo das dosagens relatado variou entre 1 a 3 dias. A amostra
utilizada em 100% dos casos foi soro. Quatro estudos informaram que
congelaram as amostras, mas sem informar o tempo de estocagem até a
dosagem. Foram utilizados tanto monoclonais, como policlonais em antisoros
de subclasses de IgG. Quatro artigos utilizaram padrdes protéicos baseados no
WHO 67/97, seja através de um conjunto de soros e calibrando-os ou
comprando padrdes comerciais. Os outros trés ndo informaram os padrées
utilizados. Dois estudos usaram para o célculo dos intervalos de referéncia as
médias geométricas e desvios padrées através da transformacéo dos valores
das concentracbes em logaritmos naturais, trés se utilizaram das medianas e
percentis 3 a 97, um usou média aritmética e desvio padrdo para a construcao
da tabela e média geométrica para os gréaficos. O Ultimo apresentou um valor
médio de uma faixa etaria (6 a 15 anos), com desvio padrédo e néo informou o
método estatistico para o calculo.

A tese de Séo Paulo (174) ndo pdde ser analisada integralmente, pois
nao foi disponibilizada pela Biblioteca da USP, obtendo-se apenas os dados
dos intervalos de referéncia, em suas respectivas faixas etarias, no endereco

eletronico da BRAGID (27).
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Tabela 8

Identificac&o das referéncias utilizadas para analise: Imunodifuséo

PMID TITULO
| #1 9681129 Serum IgG subclass levels in a group of healthy Thai
children.(170)
| #2 9084997 Serum immunoglobulin G subclasses in healthy infants
and children in Greece.(171)
| #3 7695068 Methodologic problems in establishing normal values for
IgG subclass concentrations in a pediatric population;
comparison of radial immunodiffusion and ELISA
methods.(12)
| #4 6771908 Serum levels of immunoglobulin G subclasses in
Nigerians.(172)
| #5 2515060 Serum IgG subclass concentrations in healthy subjects
at different age: age normal percentile charts.(8)
| #6 2398907 1gG subclass level in healthy children(169)
Séo Niveis sericos das subclasses de imunoglobulina g (igg)
Paulo em criancas normais e nefroticas(174)
| #7 Serum immunoglobulin G subclass values in healthy
7974810 Turkish children and adults.(173)
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6.4. Andlise total dos dados extraidos.

Uma vez caracterizada a literatura sobre cada metodologia que podia
ser extraida para definir intervalos de referéncia, procuramos extrair e organizar
os dados, de forma a permitir, tanto quanto possivel, uma analise comparativa,
gue levasse em conta o0 método, a faixa etaria, necessidade inicial de converter
todos os dados a uma sO unidade (g/L), os insumos laboratoriais utilizado e,
principalmente, a faixa que é relevante no caso das IDPs, ou seja, aquela faixa
abaixo do limite inferior da normalidade, em que o método ainda fornece
valores confiaveis.

Esta andlise foi grandemente dificultada por varios fatores, destacando-
se:

a) o uso de protocolos de estocagem, insumos laboratoriais e tempos de
reacao distintos, dentro de cada metodologia;

b) a descricdo de resultados por faixas etarias que raramente sao
idénticas entre estudos com a mesma metodologia;

c) a impossibilidade de definir, para certas idades, qual o valor de
referéncia. Isto ocorre, por exemplo, quando duas faixas examinadas se
justapdem e diferem nos seus valores, mas o limite superior de uma faixa etaria
("x a'y meses") é também o limite inferior da outra faixa ("y a z meses"), e pode
admitir dois valores totalmente distintos. Portanto, a estimativa mais segura é
aguela que se situa no interior do intervalo especificado, e os limites duvidosos
foram excluidos da analise.

Outro fator importante € que os diferentes estudos exprimem seus
resultados de forma extremamente variavel. S&o fornecidos em alguns a média

aritmeética, mas ndo a média geométrica, e vice-versa. Portanto, os indicadores
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de tendéncia nem sempre estdo disponiveis, e mesmo quando existem n&o sao
facilmente comparaveis.

Contudo, o limite inferior da normalidade ("valor minimo", expresso em
gramas/litro), uma informacao diretamente relevante para o diagnostico de IDP,
pode ser recuperada a partir dos estudos selecionados, e foi utilizada no
presente trabalho para comparacfes entre diferentes estudos e metodologias
(Figuras 11 a 14, para criancas maiores que um ano; Figuras 15 a 18, para
criancas abaixo de um ano); os dados sdo apresentados seguindo a ordem
IgG1 a IgG4 na sequéncia das figuras, e a ordem Nefelometria, ELISA e
Imunodifusdo na sequéncia dos painéis em cada figura.

Nessas figuras, estudos diferentes podem ser identificados pelos
nameros atribuidos a cada um. Como os simbolos foram utilizados de forma
consistente para cada estudo, é possivel a comparacao dos resultados de cada
estudo entre uma figura e outra.

Sequéncias de valores idénticos em vérias idades, dentro de cada
estudo, indicam que os dados, em cada ponto, sdo estimativas dadas pelo
estudo para aquela idade, em geral contida numa faixa etaria mais ampla, e
gue ndo ha, naquele ponto, nenhuma ambiguidade quanto a estimativa, como
mencionado acima para idades compartilhadas por duas faixas etarias
contiguas, em alguns estudos.

E importante ressaltar que, em nenhum caso, foram feitos calculos a
partir dos dados de qualquer estudo, nem foram feitas estimativas juntando
dados de diferentes estudos, visto que tanto um como outro procedimentos sédo

criticaveis do ponto de vista metodoldgico.
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Os painéis, portanto, limitam-se a apresentar, lado a lado, informacdes
que os proprios autores disponibilizaram em seus trabalhos. Toda comparacéo
entre elas é, portanto, visual, e ndo envolve calculos estatisticos entre dados
de diferentes estudos, até porque os estudos ndo sdo comparaveis em todos
0S seus aspectos, e os dados brutos obtidos em cada estudo ndo estdo
disponiveis para comparacfes estatisticas, mesmo que nao houvesse
diferencas metodoldgicas importantes, como ha.

A analise global indica que, mesmo dentro de uma mesma metodologia,
e com praticas laboratoriais bastante proximas, além do uso de padrdes
internacionalmente aceitos, os estudos analisados apresentam discrepancias
importantes quanto a estimativa do valor minimo da normalidade em cada faixa
etaria. Isto significa que diferencas relativamente sutis nos reagentes utilizados,
no processamento da amostra e nas condi¢cdes de reacdo, podem acarretar
diferencas importantes nos resultados obtidos.

Enquanto existe uma tendéncia a elevacdo deste valor com o
desenvolvimento normal a partir de um ano, esta tendéncia é mais clara no
caso da IgG1 e 1gG2, e menos claro na caso da IgG3 e da I1gG4. Ha uma
tendéncia a elevacdo, menos pronunciada, no intervalo de 0 a 12 meses, que
também é mais visivel para IgG1 e 1gG2.

No caso da IgG3 e da 1gG4, os valores inferiores da normalidade s&o
muito baixos, e em alguns estudos se superpbéem ao eixo horizontal. Isto
mostra a dificuldade de definir um valor que seja claramente "deficiente” para
um paciente individual, no caso destas duas subclasses, em contraste com a

IgG1 e a IgG2.
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Por outro lado, a divergéncia de valores entre estudos que utilizam uma
mesma metodologia, huma mesma faixa etaria, mesmo no caso de IgGl e
IgG2, ilustra a dificuldade em definir a "deficiéncia” para um paciente individual
com base apenas nos intervalos de referéncia disponiveis na literatura
internacional. Um valor de IgG1 de 3 g/l, por exemplo, obtido de um individuo
por ELISA, na idade de 8 anos, poderia ser considerado abaixo do limite
normal se forem levados em conta os intervalos de referéncia de dois dos
estudos (E4 e E8) (7 e 175), mas poderia igualmente ser considerado como
estando na faixa de normalidade, se for levado em conta os intervalos de

referéncia do estudos (E5) (12).
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Figura 11
IgG1 valores minimos acimade 1 ano
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Figura 12
GIL IlgG2 valores minimos acima de 1 ano
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Figura 13
IgG3 valores minimos acimade 1 ano
G/L
1-
eN#1 HEN#2 AN#3 ON#I ON#HS
©
= 0.75 -
(D)
O 0.5 1
qq_) o o o o [ ) o [ ) o [ ) [ ) o
(] e o
zZ 0.25 A ° ' a . . ]
2 m I | ¢ ¢ A A A A
[ | ! A 4 1 * s+
4
o L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 1
1 - OEH#1 WMEH2 AE#3 OEH#4 OEH5 OE#H6 MEH#7 AEHS
0.75 -
<< _ o051
([) ~
- o o [ )
-
w o o o z . A /| A
0.25 4 ¢ PS ‘ x ‘ ‘
=] ¢ 2 2 ‘ A A A A
n o2 &ﬁéégioggoo
a o | |
0 r r r r r r r r r r r r r r ,
1-
o 0.75 1 ol#l MIH2 AI#3 AIH5 @I#6 OSioPaulo ®1#7
@
(7))
-
4=
o 0.5 A ® ®
(@]
[
® & m = 0
=)
= N : ® ¢ . m m m A
= 0.25 - o o B g B B . i 2 2 4 .
E & ! , : A o 0 g © &
'y ‘ ‘ z e ¢ o o A A
A ¢t 4 9 ‘
0 r r r r - r r r r r r r r r ,
o 1 2 3 4 5 7 9 10 11 12 13 14 15

ANOS

N- Nefelometria, E- ELISA, I- Imunodifusdo, G/L- Gramas por Litro



Figura 14
G/L IgG4 valores minimos acima de 1 ano
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Figura 15
IgG1 valores minimos abaixo de 1 ano
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Figura 16
G/L IgG2 valores minimos abaixo de 1 ano
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Figura 17
IgG3 valores minimos abaixo de 1 ano
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Figura 18
IgG4 valores minimos abaixo de 1 ano
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho, procuramos abordar um problema de relevancia
pratica para o laboratorio diagnostico de Imunologia — as bases cientificas das
dosagens de subclasses de Imunoglobulina G por diferentes métodos — através
de uma revisdo sistemética da literatura, com vistas a obter resultados que
pudessem contribuir para a melhoria da capacitagcdo do laboratério e dos
profissionais que nele trabalham, trazendo informagbes precisas e
fundamentadas sobre os valores de referéncia a utilizar como ponto de corte
durante a investigacdo de pacientes pediatricos com suspeita de
Imunodeficiéncia Priméaria.

Tal revisdo € necessaria e relevante, porque a metodologia utilizada
para este fim se encontra em rpida evolucdo, passando de métodos mais
laboriosos e subjetivos para métodos automatizados e mais objetivos, mas esta
evolucdo ndo é nem programada nem controlada, na medida em que diferentes
paises e instituicdbes utilizam métodos diferentes por razdes ligadas a
complexidade técnica, ao custo de insumos, aparelhagem e treinamento de
pessoal, e até mesmo a organizacao de seus sistemas de saude.

Como exemplo destas disparidades regionais, basta lembrar que,
engquanto a tendéncia mundial € investir cada vez mais na Nefelometria, pelas
vantagens operacionais que apresenta, o Unico estudo disponivel voltado para
a populacao brasileira foi realizado na Universidade de S&o Paulo, utilizando
Imunodifusao radial (174).

A questdo de qual método é mais adequado nos dias de hoje para ser
utilizado em uma instituicdo brasileira permanece de grande relevancia e atual.

A Universidade de Sdo Paulo € uma das instituicdes de pesquisa biomédica
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mais produtiva e respeitada do Brasil, e inclui o mais antigo e respeitado centro
de estudos sobre Imunodeficiéncias Priméarias. No entanto, o estudo realizado
na USP, utilizou uma metodologia que esta sendo cada vez mais abandonada
em outros centros internacionais, em favor da Nefelometria. Esta escolha
pode, talvez, ter sido devido a fatores altamente relevantes, para a nossa
realidade, como o menor custo e, possivelmente, um desempenho que nao fica
muito distante do obtido com as metodologias mais novas, que sao
significativamente mais dispendiosas. @ Somente uma andlise critica do
desempenho das diferentes metodologias frente a este problema concreto —
dosagem de subclasses de IgG no contexto do diagndstico de IDP — podera
esclarecer se a escolha da Imunodifusdo radial € mais adequada a nossa
realidade.

A disponibilidade de bases de dados eletronicas online revolucionou, em
poucos anos, a rotina de buscas de bibliografia em todos os ramos de atividade
técnica e cientifica. Ferramentas como o Google, e, mais aplicado ao nosso
caso, 0 Google Scholar (Google Académico) colocaram ao alcance do
profissional a possibilidade de recuperar informacées muito importantes em um
tempo minimo, ponderadas também pelo critério de interesse (numero de
acessos por parte de outros Usuarios).

A informatizacdo de referéncias, feita com grande eficiéncia pela
PubMed, e complementada no d&mbito da América Latina, incluindo o Brasil, por
outras bases como a ScielLo, abriu caminho para outros recursos ainda mais
amplos, que cobrem ensaios clinicos registrados (Cochrane Library), teses

defendidas (Banco de Teses da CAPES), etc.
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Com tantos recursos disponiveis, a preocupacao do profissional €, antes
de tudo, aprender como se faz para recuperar a informacéo neles contida, e a
expectativa € de que esta informacdo, em si, ndo apresente dificuldades de
interpretacdo nem de andlise. No entanto, a realizacdo do presente trabalho
mostrou que a multiplicidade de recursos existentes nao aumenta
proporcionalmente o numero de informacfes recuperadas, pois as mesmas
referéncias essenciais aparecem repetidamente em muitas rodadas de busca.

Por outro lado, a literatura recuperada, apds sucessivas rodadas de
depuracdo das referéncias irrelevantes ou incompletas, pode apresentar
dificuldades importantes de interpretacdo ou de conciliacdo com outros
estudos, e, portanto, a busca informatizada se revela como apenas o inicio do
trabalho, fazendo da analise a parte mais laboriosa e complexa.

Os intervalos de referéncia pediatricos para subclasses de IgG
geralmente ndo sdo usualmente encontrados nas bulas fornecidas pelos
fabricantes dos insumos (“kit”) utilizados na bancada, mas séao referenciados
seja a compéndios de Imunologia, seja a artigos publicados em revistas
cientificas indexadas.

Em alguns casos, a informacéo fornecida pelos fabricantes nem mesmo
inclui referéncias, apenas indicando que os intervalos devem ser buscados na
literatura internacional e de preferéncia elaborados no préprio laboratério, como
preconizado por organismos internacionais de padronizacdo (CSLI E IFCC)
(176) (177).

Basta lembrar o custo de operacdo destes testes, e, no caso das
tecnologias mais sofisticadas, do acesso ao equipamento indispensavel, além

das limitagBes inevitaveis de obtencdo de amostras de sangue humano,
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especialmente de criancgas, devidas a consideracdes éticas e médicas, para ver
que a recomendacdo dos fabricantes, neste caso, apenas transfere para o
usuario a responsabilidade de construir seus proprios valores de referéncia, o
que €, inevitavelmente, sujeito a variacdes dificilmente controlaveis, como a
disponibilidade de criancas saudaveis em todas as faixas etarias de interesse,
num curto periodo que permitisse uniformizar as condicbes de estocagem e
manipulacédo das amostras, etc.

Em outras palavras, o laboratorio diagnostico de Imunologia tem dois
caminhos possiveis, a partir do momento em que se propde a oferecer um
teste como o de quantificacdo de subclasses de IgG: a) recuperar da literatura
cientifica disponivel os dados de referéncia, como sugerido por alguns dos
fornecedores; b) gerar suas préprias referéncias, o que envolve uma operacao
em grande escala, ndo somente em termos do investimento em material,
equipamento e pessoal, mas também em termos do esforco institucional de
viabilizar a selecdo de individuos a serem estudados, dentro de rigorosos
padrdes éticos, e com dados clinicos que sustentem, sem possibilidade de
erro, que se trata de individuos sadios.

Nossa opcao, no presente estudo, foi a primeira, inclusive porque a
segunda apresenta dificuldades importantes, tanto do ponto de Vvista
organizacional como financeiro, enquanto a primeira depende, como se
comprovou ha préatica, essencialmente de recursos online facilmente
disponiveis no ambito de uma instituicdo de pesquisa, e de um grande esforco
organizado por parte do pesquisador.

As buscas demonstraram que a utilizacdo de varios descritores

referentes ao tema em uma unica base de dados néao é suficiente para cobrir
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todos os artigos que deveriam ser contemplados pelo critério de incluséo.
Mesmo utilizando descritores indexados a base de dados, como no caso do
MESH da base PUBMED, tivemos dificuldades e precisamos nos utilizar de
descritores mais abrangentes para ndo corremos o risco de perdermos algum
estudo relevante.

As bases de dados EMBASE e Cochrane Library, que utilizam a arvore
MESH, como recurso adicional, em suas buscas avancadas, além de aceitar
também descritores gerais, nem por isso abrangeram o tema da pesquisa, pois
foram as bases das quais menos recuperamos artigos, embora sejam
justamente as bases de dados mais voltadas para revisdes sistematicas e
ensaios clinicos. A BIREME se utiliza da MEDLINE, que esta diretamente
ligada ao PUBMED. E a SCIELO e a LILACS, bases de dados mais voltadas
para estudos da America Latina.

Nossos resultados demonstram que, apesar desta interdependéncia das
bases de dados, ndo ha uma uniformidade de busca, nem uma uniformidade
de descritores, sendo sempre importante explorar todas as possibilidades e
utilizar varias bases e varios descritores, indexados ou ndo, para garantir uma
melhor busca de artigos pertinentes ao tema.

A importancia de se buscar em todas as bases disponiveis é confirmada
pelo fato de a Unica fonte de informacgédo direta sobre a execucdo destes testes
na populacgéo brasileira ser o estudo da USP, que ainda néo foi publicado como
artigo, mas cujos dados estdo disponiveis online, e que foi inicialmente
localizado apenas através da busca no Banco de Teses da CAPES.

A analise dos nossos resultados de busca mostra que ciclos repetidos

de busca com diferentes descritores, em diferentes bases de dados, com e
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sem aplicacéo de recursos adicionais, como o0 MeSH, termina identificando um
namero surpreendentemente pequeno de referéncias originais, que
correspondam aos critérios de incluséo do estudo.

Por um lado, este resultado pode surpreender, ao fornecer um retrato da
literatura disponivel sobre o assunto como muito menos numerosa do que
inicialmente supunhamos. O fato de que as mesmas referéncias reaparecem
em inameros ciclos de busca alternativos mostra que o procedimento por nés
adotado é bastante seguro, e tdo proximo quanto possivel de uma busca
exaustiva sobre o assunto.

Mesmo com esta impressdo global, foram encontradas em buscas
secundarias referéncias uUteis que tinham escapado as buscas originais. Um
caso especialmente interessante foi o de uma referéncia que nao tinha PMID
(175), mas que foi encontrada por ter sido citada em um dos artigos localizados
(171) e posteriormente recuperada na busca de dados na base eletronica
EMBASE. A falta de PMID num artigo que, por todos os critérios, deveria estar
catalogado por este sistema, mostra que erros de informatizagdo podem
ocorrer até nas bases mais aperfeicoadas, como a PubMed, mesmo que
raramente, o que reforca o interesse de analisar com cuidado inclusive as
referéncias dos artigos localizados.

A evolucéo técnica do laboratério de Imunologia nas ultimas décadas é
bem representada nos resultados das buscas sisteméaticas realizadas por nos.
Os dados retratam a propria evolugdo metodoldgica da area, com o surgimento
da metodologia de ELISA como rotina laboratorial, seguida da Nefelometria,
com a progressiva queda na utilizacdo da Imunodifusdo, por ser esta ultima

menos sensivel, mais laboriosa e mais sujeita a variabilidade por fatores



113

ligados ao operador. E observamos uma tendéncia mundial de uma
padronizacdo de dosagens protéicas nas metodologias de Nefelometria e
Turbidimetria, com equipamentos automatizados, que assegurariam uma
melhor qualidade e uniformizacéo dos resultados (3) (10) (157) (178).

Essas mudancas sao relevantes para a caracterizacdo diagndéstica das
deficiéncias de subclasses de IgG, que sédo novas IDPs, associadas a defeitos
moleculares de menor gravidade, do que as agamaglobulinemias (Bruton) e
defeitos globais da producdo de anticorpos, exigindo portanto métodos
sensiveis e capazes de avaliar independentemente, em curto periodo, multiplos
parametros (4 subclasses no caso).

Nossa expectativa, quando iniciamos este trabalho, foi de encontrar
referéncias completas, que incluissem valores seguros, coerentes para todas
as faixas etarias e todos os paises. O resultado das buscas frustrou a nossa
expectativa inicial, mas permitiu consolidarmos um retrato muito mais realista e
complexo da literatura cientifica nesta area, gerando com isto as condicdes
para uma avaliacdo mais critica e fundamentada do problema, indispensavel a
uma tomada de decisdo racional no ambito do laboratério de Imunologia em
hospital que lida com pacientes em investigacéo de IDP.

O exame dos dados extraidos da literatura recuperada apontou nédo sé
para diferencas importantes entre os resultados obtidos com diferentes
metodologias (0 que era esperado, até certo ponto), mas também para
diferencas importantes entre o0s resultados obtidos com uma mesma
metodologia (0 que era teoricamente possivel, mas ndo esperado, pelo menos

no grau em que foi observado). Estas diferencas nos obrigam a reflexdes sobre
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as consequéncias praticas da interpretacdo dos resultados, no caso de
pacientes em investigacao de IDP.

Véarios estudos retratam dosagens, com base nhas quais uma
determinada crianca poderia ser considerada imunodeficiente ou sadia,
dependendo de qual intervalo de referéncia fosse utilizado. Este é o caso da
quantificacdo de 1gG4, que nas trés metodologias apresenta uma grande
variacdo na faixa etaria de 0 a 12 meses.

Apesar da variabilidade de valores nas quantificacfes de subclasses de
IgG, observa-se uma faixa de valores razoavelmente definida para o limite
inferior do valor de referéncia, que é suficientemente proxima nas diferentes
metodologias. Isto daria ao profissional uma nocédo do que € uma deficiéncia
grave, principalmente em se tratando de IgG1, que representa a subclasse de
maior concentracdo no soro (~66% do total) (126).

Contudo, quando essa deficiéncia ndo fica bem caracterizada, como no
caso das outras subclasses, que correspondem a percentagens menores da
IgG no soro, a duvida persiste sobre a presenca de uma real deficiéncia. Isto
pode levar, muitas vezes, a dificuldades com o diagndstico e a custos
adicionais, como por exemplo, as repeticdes de exames.

Enquanto entre o 0 e o limite inferior de normalidade se situa um grande
namero de valores mensuraveis, dependendo do estudo, em varios dos
estudos examinados por nés, o limite inferior da normalidade indicado pelos
autores esteve muito proximo do limite de sensibilidade da técnica. Por este
motivo, consideramos importante valorizar dados com subclasses que nao
apresentem este problema, como é o caso das IgG1, pois a deficiéncia é mais

claramente demonstravel.
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Como parte da sua capacitacéo cientifica, no contexto de um Mestrado
Profissionalizante, o profissional de laboratério é levado, pelo exame dos
resultados obtidos, a refletir em maior profundidade, sobre as fontes de tao
grande variabilidade entre diferentes estudos. Muitas dessas fontes podem ser
facilmente identificadas, como se segue:

a) As varias subclasses de IgG diferem na sua abundancia relativa, no

seu turnover, e na sua estimulacao por diferentes antigenos;

b) Os ensaios imunoldgicos dependem de reagentes imunoquimicos
gue sdo, por definicdo, diferentes de um fabricante a outro, e de
reacdes com sensibilidades distintas as variacbes na quantidade de
19G;

c) Os métodos utilizados se baseiam em principios fisico-quimicos
distintos, compativeis com metodologias mais ou menos rigorosas de
guantificacdo e influenciadas em maior ou menor grau por fatores
ligados ao operador.

Contudo, mesmo assim, existem diferencas notaveis entre estudos que
foram feitos com a mesma metodologia para quantificar as mesmas
subclasses, o que nos obriga a considerar outras fontes possiveis de variacao.
Entre elas, destacamos a etnia das populagbes estudadas, o que é
especialmente relevante para nés, tendo em vista a composi¢do étnica Unica
da populacdo brasileira, que ainda pode apresentar importantes variacdes
regionais. E de interesse, sob este ponto de vista que o estudo realizado no
Brasil (174) a que tivemos acesso difere bastante dos demais, realizados com

a mesma técnica (de Imunodifusdo radial), especialmente no caso da 1gG3,
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em que os valores referenciais para as faixas etérias iniciais beiram o limite de
zero.

Estudos posteriores poderiam constatar também que diferencas
nutricionais, socio-econdmicas e diferentes exposicdes ao meio ambiente
também acarretariam diferencas nos niveis de subclasses, levando a uma
provavel diferenca nos valores referenciais de cada populacdo. Constantes
exposicoes a determinados antigenos podem resultar em altos niveis de
determinadas subclasses de 1gG (39) (172).

Se considerarmos as IDPs somente do ponto de vista laboratorial, como
€ 0 caso das deficiéncias em subclasses de IgG, o critério da presenca de
doenca repousa inteiramente sobre a qualidade e confiabilidade do teste
diagnéstico. O que equivaleria a dizer que, em ultima analise, o teste tem de
ser validado para as condi¢cGes locais (Instituicdo) e da populacdo do pais
(Brasil), a menos que seja bem estabelecido que nédo haja diferencas
significativas entre instituicbes ou paises.

Para a prética institucional, de um Centro de Referéncia em IDPs, como
€ o IFF, devemos avaliar de forma critica o custo-beneficio da implantacédo de
um exame, como os das subclasses de IgG, como rotina laboratorial.

Deve-se lembrar que uma determinacdo de subclasses de IgG é, na
realidade, a realizacdo de varios testes paralelos, um para cada subclasse,
mas que, como exposto acima, os resultados obtidos ndo sdo informativos no
mesmo grau para todas as subclasses.

A infusdo venosa de Imunoglobulinas € o tratamento preconizado para
as DSIGGs e poderia ser iniciado apenas com base na clinica, mas para sua

liberacdo o MS exige que a deficiéncia seja bem caracterizada, com base em
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exames laboratoriais. Portanto, o impacto social e econémico das limitacbes
nos testes laboratoriais se explica por permitirem 0 acesso a insumos de uso
cronico, administracdo hospitalar por pessoal especializado, e custo
consideravel, como a IVIG.

A importancia desta ligac&o entre a confiabilidade do teste e 0 acesso ao
insumo é ainda maior no contexto atual, visto que a demanda crescente por
IVIG, devido a um numero cada vez maior de indicacdes, gerou uma
defasagem entre a demanda social e a capacidade de producéo do setor, que
€ limitada, inclusive pela dificuldade de obtencdo da matéria-prima e pelos
rigorosos controles de qualidade, que sao indispensaveis.

Vale lembrar que as subclasses possuem diferentes papéis na defesa do
hospedeiro contra as infec¢bes, assim como diferentes concentracdes séricas.
Em geral as deficiéncias de subclasses estdo mais comumente associadas a
deficiéncia de resposta antigeno-especifica, tais como antigenos bacterianos
(Haemophilus influenzae type B, Pneumococcus, etc.) identificam individuos de
risco para infecgdes recorrentes (179) (180) e talvez esse exame fosse de uma
maior abrangéncia para diagndéstico, podendo ser apontado com uma
alternativa racional, e provavelmente de menor custo, a quantificacdo de todas
as subclasses de I1gG.

Embora nossos resultados nédo tenham respondido por completo todas
as questdes relevantes ao tema, esperamos ter contribuido de alguma forma,
para que tal analise possa ser conduzida com a fundamentac&o necessaria, ao
extrair e organizar os dados existentes na literatura recuperada, de forma a
facilitar as comparacdes entre métodos, em diferentes populacdes e faixas

etarias.
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A realizacdo deste trabalho foi uma experiéncia importante para a
formacéo profissional, porque permitiu adquirir familiaridade com os recursos,
meétodos e critérios de qualidade, proprios da investigacao cientifica e também
demonstrou, que o diagnéstico laboratorial ndo pode ficar inteiramente
dependente de dados fornecidos pelos fabricantes de insumos e de
equipamentos, para tomar decisdes que afetam o bem-estar de pacientes e de

suas familias.
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8. CONCLUSOES

1. A busca sistematica em multiplas bases de dados eletrénicas, com

diferentes descritores relativos a quantificacdo de subclasses de IgG
humana na faixa etaria pediatrica, contendo valores que possam
servir de subsidio ao estabelecimento de intervalos de referéncia
aplicaveis a nossa instituicdo, fornece um numero limitado de
referéncias, provenientes de varios centros internacionais, além de
um unico trabalho realizado na populacéo brasileira.

A comparacao sistematica dos valores encontrados nos diferentes
estudos para o limite inferior da normalidade, por faixa etaria e por
subclasse, através de diferentes metodologias, mostra variacfes
importantes entre os estudos, mesmo quando comparamos a mesma
faixa etaria e a mesma metodologia.

As variacdes tém maiores consequéncias para a interpretacdo dos
exames quando se trata de IgG3 e 1gG4, cujas concentracdes séricas
sdo menores, especialmente pela proximidade entre o valor inferior
da normalidade e o limite da sensibilidade dos métodos empregados.
A comparacédo dos diferentes estudos sugere que diferencas étnicas
e/o ambientais, entre as populagdes estudadas nestas referéncias,
afetam de maneira importante a definicdo de valores de referéncia.

O estudo faz ressaltar a relativa caréncia de estudos de
padronizacdo na populacédo brasileira, especialmente aqueles que
utilizem metodologias e padrdes adotados correntemente nos centros

de referéncia internacionais.
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10. ANEXOS.



