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sylation RESUMO
:elt:::; Os gutores apresentam o €aso (?16 uma crianca com infecgBes de repeticdo desde os quatro
meses, incluindo uma pneumeonia bilateral por Preumocystis carinii e varicela arrastada. Os va-
ITAK: lores séricos das im.unogllobulifl?s (aos Flez meses), bem E:or{lo 08 d‘e células B eram normais.
tes An. Apreseﬂntava leuc(imtose linfocitica persistente, quase, auséncia dfa células CD8+ e Cf)nsequente
elevaciio da relagiio CD4/CD8. A percentagem de células T activadas e a expressdo de HLA
classe I eram normais, Bstudos de prolifera¢do, activacio e sintese de IL-2 em células T
roducts mostraram défice de transducfio de sinal pelo complexo TCR/CD3. A sequenciaciio de ¢cDNA de
Dereck ZAP-70 revelou uma mutaciio e ndo se detectou a proteina ZAP-70 em células T. O seu défice
A fun- estd associado a uma imonodeficiéncia rara, com auséncia de células T CD8+ e défice funcional
lishers, de células T. A crianga estd clinicamente bem e imunolégicamente reconstituida, sele meses apds
transplante de medula Gssea.
iabetes
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/matic |
eI, | SUMMARY
iabete, Primary immunodeficiency due to ZAP-70 deficiency

The authors present the case of a child with recurrent infections since the age of 4 months,
including bilateral pneumonia by Preumocystis carinii and protracted varicella. Serum
immunoglobulin values (when 10 months old), and B cell values were normal. There was per-

‘ sistent lymphocytic leucocytosis, near absence of CD8+ cells, and an increased CD4/CDS ratio.
The percentage of activated T cells and the expression of HLA class [ were normal. Proliferation,
activation and IL-2 synthesis studies in T cells showed a TCR/CD3-associated signal transduc-
tion deficit. ZAP-70 cDNA sequencing showed a mutation, and no ZAP-70 protein was detect-
ed in T cells. ZAP-70 deficiency is associated with a rare immune deficiency with absence of
CD8+ T cells as well as a functional deficiency in T cells. Seven months after bone marrow
transplantation the child is clinically well and immunologically recovered.

‘ Key words: primary imunodeficiency, ZAP-70, CD8 deficit, pneumocystis carinii preswmonia
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INTRODUCAO

A deficiéncia de ZAP-70 estd associada a uma imuno-
deficiéncia primdria muito rara, havendo apenas nove
casos descritos a nivel mundiall-3-6, A ZAP-70 é uma
tirosinoquinase, uma proteina que participa na trans-
dugdo do sinal a partir do complexo constituido pelo
receptor de células T (TCR) e o CD3 (Figura 1)7. E um

ACTIVACAO CELULAR

Fig. 1 - Esquema simplificado da transdugdo de sinal em célu-
las T. A estimulacdo celular através do complexo do receptor
de células T (TCR) e molécula CD3 dd inicio a wma cascata
bioguimica que culmina na activagdo celular {e conseguente
sintese de citocinas e proliferagfo). Para a correcta trans-
ducdo do sinal através do TCR/CD3, é necessdria a presenga
de tirosinoquinases como a fyn, Ick ou ZAP-70. Mitogénios
como a fitohemaglutininag (PHA) utilizam o TCR para a trans-
dugdo do sinal de activagdo. Por outro lado, ésteres de forbol
(PMA) associados a inomicina, ultrapassam a cascata bio-
quimica inicial e conduzem & activagdo celular,

factor crucial para o desenvolvimento intra-timico de
células T CD8+ mas nao T CD4+%, embora seja impor-
tante para a activagiio de células T CD8+ e CD4+8, Nido
parece afectar funcionalmente outras células, embora
também seja expressa em células NK68, Apesar do
pequeno mimero de casos diagnosticado, o padrio de
transmissdo genética parece ser autossdmico recessi-
vo*S. Apresenta-se o que julgamos ser o primeiro caso
de défice de ZAP-70 descrito em Portugal.

CASO CLINICO
Crianca do sexo feminino, com atraso de crescimento-

desde os trés meses de idade, apresentando valores infe-
riores ao percentil 5 para a altura e peso. Aos quatro
meses de icade, teve um episédio de infecgiio respi-
ratéria superior febril, com boa resposta A amoxicilina
(oito dias). Dois dias apés suspensio da antibioterapia,
surgiu quadro de dispneia no sibilante, febril, associada
a md-perfusdo periférica, necessitando de recorrer ao
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Servige de Urgéncia do Hosp. Pedidtrico. A radiografia
do tdrax apresentava padrio compativel com pneumonia

Fig. 2 - Radiografia tordcica mostrando infiltrado intersticial
bilateral, posteriormente comprovado corresponder a prewmo-
nia por Preumocystis carinii.

intersticial bilateral (Figura 2). O exame da expectoragio
foi francamente positivo para Preumocystis carinii e
Mycoplasma hominis. A virologia das secre¢des respi-
ratdrias fol negativa para Influenza A e B, Parainfluenza
1,2 e3, Adenovirus ¢ RSV, Iniciou-se terapéutica com
claritromicina, com boa resposta. Foi igualmente diag-
nosticada estomatite herpética a 4 Jan. 97, que resolveu
com acyclovir. No sétimo dia de internamento, surgiu um
epis6dio de diarreia febril, sem muco ou pus. O exame
directo das fezes foi negativo para Giardia, e as copro-
culturas foram negativas para Cryptococcus. Sob cotti-
moxazol, verificou-se resolugdo do quadro. Teve alta,
assintomdtica, ap6s 12 dias de internamento. Uma sem-
ana depois, surgiu novo episédio de estomatite (que
resolveu com desinfecgio local) e febre elevada em
quadro de CRS. As culturas das secregbes respiratdrias
foram positivas para S. aureus. Boa resposta a amoxicili-
na + 4cido clavuldnico. Trés dias depois, teve episddio de
dispneia sibilante moderada, com boa resposta a ne-
bulizagdo de salbutamol. Um més depois, desenvolven
quadro de gastroenterite aguda associada a otite média
aguda. Boa resposta ao cotrimoxazol. A 7 de Abril de
1997, apesar de isolada em casa, no indo ao infantério
por iniciativa dos pais, surgiu quadro exuberante de
varicela, sem complicagGes orgnicas, mas demonstran-
do uma resposta lenta ao acyclovir. O caso desta crianga
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foi discutido para avaliagdo de um provével défice imu-
nitario. £ de referir que, a0 exame objectivo, eram
palpdveis ginglios linfiticos, havia amigdalas de tama-
nho normal e cicatriz de BCG visivel.

IV Gesta; II Para. Parto eutdcico. Sem problemas
neonatais. Vacinada com BCG no perfodo neonatal.
Havia sido vacinada com a primeira dose de DTP e VAP.
Os pais eram jovens, ndo consanguineos. Mie com
histéria de trés abortos de repetic®o. Irmfo mais velho
falecido aos dez meses de idade por pneumonia grave,
anemia e mi-nutri¢do, apds vérios episédios de infecgdes
pulmonares; foram excluidas as hipéteses de fibrose
quistica, doencga celiaca, linfoma, leucemia, parasitose
ou malformagio intestinal e SIDA,

Os hemogramas, mostraram leucocitose (12,000 a
20,000 células/mm3) linfocitica franca, mesmo na
auséncia de manifestagdes clinicas; neutropenia ligeira,
sem anemia ou trombocitopenia, Bioquimica demons-
trando perfis hepdtico e renal e ionograma, proteinémia
total e albuminémia normais. Serologia para HIV, CMV
e Toxoplasma: Negativa. C3, C4 ¢ CH100: Normal.

Imunoglobulinas séricas (7/1/97; 4M de idade): niveis
baixos de [gG (2.0 g/l; N=3-10), com valores normais de
IgG1 (1.6 gfl), mas baixos de [gG2 (<0.08 g/l; N=0.23-
1.473, TgG3 (0.03 g/l; N=0.04 a 1.00), e IgG4(0.01 g/1;
N=0.01 a 0.14). Estes valores eram normais aos 10 M.
Isohemaglutininas (7/1/97) (doente: A Rh+): titulos nor-
mais de anticorpos anti-B. Imunoglobulinas de superfi-
cie (23/1/97). k (38.4%) e 1 (59,9%): normais; IgG
(2.3%) normal. Linfécitos B do sangue periférico: Sem
alteragdes totais ou percentuais. Expressio normal de
moeléculas de activagio (CD23). Expressdo normal de
HLA-DR.

Expressdo de moléculas HLA classe I: Normal

Estudos fenotipicos no sangue periférico: Linfécitos T
totais (CD3+) = 60.5 % (N) ; Linfécitos T CD4+ = 60 %
{N =37 - 46); Linfécitos T CD8+=0.9 % (N =26 - 36);
relagiio CD4/CD8 = 67 % (N = 0.9 to 2.3); Células
CD16/CD56 (NK): normais.

Proliferagio celular T: Baixa proliferacio em resposta
ao mitogénio fitohemaglutinina (PHA):- 303 cintilagGes
por minuto {c.p.m.); testemunha — 47,096. Proliferacio
nommal com ésteres de forbol (PMA) + ionomicind
(13.738 c.p.m.). Expressio do receptor para a IL-2
(CD25) (Figura 3): a estimulacdo com PHA + TL-2 ndo
induziu expresséio de CD25, ao contrario da estimulacao
com PMA + ionomicina, a qual induziu um aumento’sig-
nificativo de expressio. Expressdo de interleucina-2 (I1-
2) intracelular: a estimulacio celular com PHA + IL-2
néo induziu alterages detectdveis na expressao de IL-2,
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Fig. 3 - Andlise por citometria de fluxo da expressdio de um
marcador de activagéo celular T (CD25) em células T CD3+.
Incubagdo com meio de controlo (paineis A e C), PHA ¢ IL-2
(painel B), ou PMA e ionomicina (painel D). O quadrante 2 de
cada painel corresponde a células CD3+ positivas para CD25,
cuja percentagem é mostrada.

em relacdo ao meio testemunha; no entanto, a estimu-
lagéio com PMA + ionomicina aumentou significativa-
mente a expressdo de IL-2.

No Servico de Alain Fischer (Imunclogie et
Hématologie, Hopital Necker Enfants Malades, Paris),
Claire Hivroz realizou os seguintes estudos (Junho/Julho
1997):

Estudos de citélise por células NK: Normais.
Immunoblotting de lisados de células T: detec¢io das
tirosinoquinases p56lck e p59tyn, e da cadeia z de CD3,
mas auséncia de expressdo da tirosinoquinase ZAP-70
(Figura 4). Estudos de fosforilagdo em células T: muito
baixos niveis de fosforilagio apds estimulacio com anti-
corpos anti-CD3. Estudos de mobilizagio de célcio
intracelular: sem mobilizagdo apds estimulacio com
anticorpos anti-CD3. Sequenciagio de cDNA de ZAP-70
clonado: revelou uma mutagio consistindo em delecgio
de 13 pares de bases.

Os resultados dos exames efectuados confirmaram o
diagnéstico de imunodeficiéncia primaria combinada por
défice de ZAP-70. O iinico tratamento curativo € o trans-
plante de medula éssea. Iniciou administragio endo-
venosa de imunoglobulinas em altas doses (IEAD) e
antibioterapia 4 minima suspeita, até A realizacio de
transpl/ante de medula, o-qual foi efectuado no Servigo de
Alain Fischer em Agosto de 1997. A evolugfo tem sido
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Fig. 4 - Immunoblotting de lisados de células mononucleares
do sangue periférico demonstrando auséncia de expressdo cor-
respondente ¢ tirosinoquinase ZAP-70 na crianga em estudo. A
expressdo das outras tirosinoguinases pS9fyn e p56ick, bem
como da cadeia z do complexo TCR/CD3 era semelhante &
encontrada em células T de controlos normais. IgH: cadela
pesada de imunoglobulinas.

favordvel, embora mantenha discretos sinais cutineos,
compativeis com reaccio de enxerto-contra-hospedeiro,
sem componente sistémico e com boa resposta a corti-
coterdpia. Houve jd re-estabelecimento periférico de
todas as linhas celulares hemaiolégicas, e € positiva a
expressio de ZAP-70. Dada a transmissdo autosdmica
recessiva, foi feito aconselhamento genético a familia.

DISCUSSAOQ

Perante o quadro clinico desta crianga, particularmente
a pneurnonia bilateral por P. carinii e o episédio exube-
rante ¢ arrastado de varicela, bem como o compromisso
celular T, considerdmos a hipétese de uma imunodefi-;
ciéncia primdria (IDP) combinada celular B e T, apds
exclusdo de imunodeficiéncia secundéria, p.e. SIDA. O
facto de haver uma quase auséncia selectiva de células T
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CD8+, orientou o diagndstico para a possibilidade de um
défice de ZAP-70! ou de TAP-22. No entanto, tivemos de
considerar diagnésticos alternativos, de outros tipos de
IDP combinada, visto os nfveis de imunoglobulinas
estarem baixos e haver neutropenia ligeira, nas primeiras
observagdes.

A expresso normal de HLA classe I nas células desta
crianca excluiu a hipétese da linfopenia CD8 ser devida
a um défice de TAP-22. Pensdmos nesta situacio, porque
a auséncia de expressdo de moléculas HLLA de classe I
impede a apresentagio de antigénios a células T CD8+, o
que leva a grande redugdo dos seus valores. De qualquer
forma, esta situagdo € extremamente rara na auséncia de
alteracdes concomitantes da expressdo de HLA classe 11,
o que levaria a redugio do nimero de células CD4+ cir-
culantes?. Nesta crianga, nio havia linfopenia CD4 ¢ a
expressio de HLA classe IT era normal.

Por outro lado, a auséncia de expressio de ZAP-70 nos
lisados de linfécitos T desta crianca sugerin fortemente o
diagnéstico deste défice, tendo sido posteriormente con-
firmado por andlise de sequenciagio de cDNA clonado,
a qual permitiu detectar a mutaggo envolvida nesta defl-
ciéncia. A colaboragio do Servigo de Fischer foi crucial
para a confirmagfio do diagnéstico. Tal como em todos
os casos de défice de ZAP-70 préviamente descritos!»3-5,
havia franca linfopenia de células T CD8+ no sangue
periférico e alteracdes funcionares em células T CD4+ e
CD&+. No entanto, tratando-se de um subtipo de imun-
odeficidncia combinada, serd de esperar algum défice
funcional das imunoglobulinas produzidas, mesmo que
em fermos quantitativos tenham valores normais. No
caso desta crianga, os niveis de anticorpos naturais fun-
cionais (p.e. isohemaglutininas) eram normais, mas nio
foi possivel avaliar respostas especificas a novas imu-
nizages. Optou-se entdo por administrar imunoglobuli-
nas endovenosas em altas doses.

No défice de ZAP-70, a transdugdo do sinal de acti-
vacdo através do complexo TCR/CD3 ndo se efectua
quando se usam anticorpos anti-CD3, on antigénios ou
mitogénios que se liguem a este complexo (Figura 1)37.
Nio houve, por isso, expressdo de CD25, sintese de 1L-
2 ou proliferagio celular T, quando se estimularam as
células com fitohemaglutinina (com ou sem IL-2), como
observado nesta doente (Figura 2). No entanto, se se
ultrapassarem os primeiros passos da transdugfio do
sinal, com é&steres de forbol (PMA) e ionomicina, hd
transdugio normal (Figuras 1 e 2). A falha na transdugfo
precoce deve-se i falta selectiva de ZAP-70, pois a
expressdo das restantes tirosinoquinases era normal nesta
doente (Figura 4).
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E interessante o facto de a vacinagdo com agentes
vivos nesta doente (BCG e VAP) ndo ter estado
associada a complicagfio por infeccdo sistémica por
estes agentes, como descrito noutras imunodeficién-
cias celulares. A incidéncia de infecgBes disseminadas
é de facto superior na populagio com imunodeficién-
cias celulares T ou combinadas®. No entanto, a possi-
bilidade de fungfo imunoldgica residual, através da
activagiio das células T por mecanismos que nio usem
o TCR/CD3, bem como a auséncia de alteragio fun-
cional nas células NK poderdo explicar a vacinacgio
sem complicagcdes. Em casufsticas anteriores, verifi-
cou-se infecglo disseminada por BCG apenas em 20%
a 35% de doentes com IDP combinadas!0.11, e parecem
ser menos frequentes no caso de vacina anti-
poliomielite!l.

N3o tratada, a deficiéncia de ZAP-70 conduz & morte
por infeccdes graves de repeticdo, nomeadamente res-
piratdrias e suas complicacGes. Isto poderd ter sucedi-
do ao irm#o mais velho da doente. O tratamento final
deverd ser o transplante de medula, que se tem associa-
do a bons resultados, como parece ser o caso desta cri-
anca.
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