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ALTERAGOES CLINICAS E IMUNOLOGICAS EM PA-
CIENTES COM IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIA-
VEL

RESUMO

A imunodeficiéncia comum variavel (CVID) é uma imunodeficiéncia primaria caracterizada
por hipogamaglobulinemia, infecgdes recorrentes, autoimunidade e cancer. O objetivo do
estudo foi caracterizar os aspectos clinicos e imunoldgicos de pacientes com CVID.
Pneumonia foi observada em 76.47%, sinusite em 64.7%, e infec¢do gastrointestinal em
44.11% dos pacientes. Alergia esteve presente em 38.23%, autoimunidade em 32.35%, e
neoplasia em 20.58% dos pacientes. A quantidade de IgG esteve abaixo de 700 mg/dL em
todos os pacientes; IgM abaixo de 40 mg/dL em 73.52% e IgA abaixo de 70 mg/dL em
82.35% dos pacientes. Foi observada uma diminui¢do percentual de linfocitos T CD3, T
CD3CD4 e B CD19 em 79.41% dos pacientes. A contagem de células NK esteve baixa em
50% dos pacientes. Foi verificada uma menor produgéo de IL-4 e IL-5. Concluiu-se os
pacientes apresentam alteragdo nos pardmetros humoral e celular do sistema imune
adaptativo.

Palavras-Chave: Imunodeficiéncia comum varidvel, imunodeficiéncia priméria; deficiéncia
priméaria de anticorpos; imunodeficiéncia celular.

CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL CHANGES IN PATIENTS WITH
COMMON VARIABLE IMMUNODEFICIENCY

ABSTRACT

Common variable immunodeficiency (CVID) is a primary immunodeficiency characterized
by defective antibody production, recurrent infections, autoimmunity and cancer. The
objective of this study was evaluated the clinical and immunological aspects of CVID
patients. Pneumonia was observed in 76.47%, sinusitis in 64.7% and gastrointestinal in
44.11% of patients. Allergy was present in 38.23%, autoimmunity in 32.35% and malig-
nancy in 20.58% of patients. The level of IgG was lower than 700 mg/dL in all patients; IgM
down of 40 mg/dL in 73.52% and IgA down of 70 mg/dL in 82.35% of patients. Diminsh in
percentual number of TCD3, T CD3CD4 and B CD19 was observed in 79.41% of patients.
The count of NK cells was lower in 50% of patients. Was check a lower production of IL-4
and IL-5. Was concluded that patients present a significative disturbance in humoral and
cellular immunological parameters of adaptative immune system.

Keywords: Common variable immunodeficiency, primary immunodeficiency; primary
antibodie deficiency; cellular immunodeficiency.
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INTRODUGAO

A imunodeficiéncia comum varidvel (CVID) é uma imunodeficiéncia primaria caracterizada por hipogama-
globulinemia, infecgdes bacterianas recorrentes, enfermidade autoimune, alergia e aumento da incidéncia de tumores
(Ameratunga et al., 2014; Aghamohammadi et al., 2014; Nabavi et al., 2014).

A CVID afeta ambos os sexos em igual propor¢éo € o inicio dos sintomas estdo presentes tardiamente,
normalmente durante a segunda ou terceira décadas de vida (Ardeniz et al., 2010; Dong et al., 2016), e as frequentes
infeccdes pulmonares podem evoluir para bronquiectasia e doenga pulmonar obstrutiva crénica (Divino et al., 2015).
Embora a maioria dos doentes possuam valores normais de células B maduras, existe uma deficiéncia de plasmécitos
secretores de anticorpos (Kuehn et al., 2016), e até 50 % dos pacientes podem apresentar defeitos associados a imuni-
dade celular (Kokron et al., 2004). Esta deficiéncia celular da imunidade adaptativa inclui um menor nimero de linfocitos
TCD4 ou auxiliares (Abbott & Gelfand, 2015), alteragao na expressdo de moléculas de cogni¢do associadas a ativagao
de linfécitos T e B (Kokron et al., 2004), baixa resposta linfoproliferativa (Ardeniz et al., 2010) e menor producédo de
citocinas (Varzaneh et al., 2014). Dessa forma, na busca de um consenso em fungéo dos diferentes achados clinicos e
laboratoriais descritos na literatura, foram avaliados os parametros clinicos e imunolégicos de pacientes com CVID.

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Foram avaliados 34 pacientes com diagnéstico de CVID acompanhados durante o periodo de 2005 a
2010 pela Divisdo de Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP),
Brasil. Os critérios clinicos e laboratoriais utilizados no estudo para o diagnéstico CVID foram estabelecidos pela Uni&o
Internacional de Sociedades de Imunologia (IUIS) (Al-Herz et al., 2011). Todos os procedimentos utilizados no presente
estudo foram aprovados e supervisionados pela Comisséo de Etica em Pesquisa da FMUSP.

Dosagem de imunoglobulinas séricas
A dosagem de imunoglobulinas séricas foi realizada por nefelometria no laboratério central da FMUSP.
Isolamento e cultura de células mononucleares obtidas a partir de sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com CVID foram obtidas a partir de
sangue venoso heparinizado, e separadas por gradiente de centrifugacdo utilizando Isolymph (Gallard-Schlesinger
Industries, Inc., Noruega) e depois ressuspendido em DMEM (Sigma Chemical Co.), suplementado com gentamicina
(40 1g/mL) e 5% de soro humano AB+ (AB-Biocell Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, CA, EUA). PBMC
(5.0x105/pogo) foram cultivadas em placas de microcultura de fundo plano (Costar, Cambridge, MA) a 37°C e 5% de
CO2, na presenga de estimulo apropriado de acordo com cada experimento.

Resposta linfoproliferativa

Apbs verificagdo da viabilidade das PBMC com azul de Trypan, as células foram ressuspensas e distribu-
idas numa concentragdo de 1.0x105 células/pogo em 200 uL de DMEM suplementado, em placas de microtitulagao de
96 pogos de fundo plano (Becton-Dickinson, Lincoln Park, NJ). As células foram estimuladas com fitohemaglutinina
(PHA) (10 1g/mL) ou Concanavalina A (Con-A) (5 Ig/mL), em triplicata. As placas foram incubadas durante 48 horas a
37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e acrescidas nas 18 horas finais do tempo experimental com 1 1Ci de metil-
[3H] timidina ([3H] TdR). O material marcado foi automaticamente recolhido e contado em [-scanner (Pharmacia, Fran-
¢a). A resposta foi expressa pelo indice de proliferacdo calculado a partir da [3H] TdR incorporada em culturas de
PBMC néo estimuladas com PHA ou Con-A. Foi adotado como positivo valor de indice de estimulagéo superior a 20.

Marcadores de superficie celular
Para avaliar a expressdo de marcadores de superficie celular nas PBMC, foram utilizados anticorpos

monoclonais (mAb) murinos anti-CD4 humano marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC); anti-CD19 humano,
anti-CD8 humano e anti-CD27 humano marcados com ficoeritrina (PE); anti-CD3 humano e anti-CD16-56 humano mar-
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cados com CyChrome (Becton-Dickinson, Mountain View, CA). Os anticorpos monoclonais marcados.com os respecti-
vos fluorocromos foram adicionados a uma suspenséo de 1.0 x106 células e incubados durante 30 min a 4°C; seguido
de duas lavagens em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7.4, contendo 0.5% de soro humano AB+. A
sequir, as células foram analisadas no aparelho FACS-Scan (Becton-Dickinson, Sunnyvale, CA).

Producao de citocinas

As citocinas foram quantificadas pelo método ELISA utilizando kit da Pharmingen (San Diego, CA) se-
gundo as recomendacdes do fabricante. O limite de deteccdo das citocinas foi de 7.8 pg/mL para IL-2; 15 ng/mL para
IL-4; 31.2 pg/mL para IL-5; 20.3 pg/mL para IL-10; 0.005 ng/mL para IFN-1 e 0.008 ng/mL para TNF-. Para a avaliagéo
de IFN, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 as células foram cultivadas com PHA (10 ig/mL); e para TNF-I as células foram cultivadas
com LPS (5 Ig/mL).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média+SD e variaveis nominais foram expressas em valores per-
centuais. Todos os valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram analisados
usando o programa de computador Statistical GrapPad Prism vers&o 5.0.

RESULTADOS

Foram estudados 34 pacientes, 16 (47%) do sexo masculino e 18 (53%) do sexo feminino. A média de
idade do inicio da doenga foi de 36,75 anos; a idade média ao diagndstico foi de 32 anos, e a média de inicio do trata-
mento foi de 33 anos.

Infeccdes foram a manifestagéo clinica mais comum, na forma de pneumonia (76.47%), sinusite (64,7%),
diarréia (44.11%) e ofite (23.52%). Bronquiectasia foi detectada através de tomografia computadorizada de alta resolu-
¢ao, sendo observada em 41.17% dos pacientes (Tabela 1).

Autoimunidade foi observada em 32.35% dos pacientes, com predominio de artrite reumatoéide, anemia hemolitica e
vitiligo (Tabela 1).

Alergia esteve presente em 38.23 % dos pacientes, com prevaléncia de rinite alérgica (29.41%) e asma
(14.70%). Em 20.58% dos pacientes foram verificadas neoplasias como cancer de pele (carcinoma basocelular, carci-
noma espinocelular, melanoma) e linfoma (Tabela 1).

InfecgBes por virus foram verificadas em 11.76% dos pacientes, cusadas pelo virus de Epstein-Barr, herpes simplex, e
citomegalovirus (Tabela 2).

As infecgBes bacterinas acometeram 61.76% dos pacientes com predominio das bactérias Streptococcus
pneumoniae (14.70%), Staphylococcus aureus (11.76%), Streptococcus viridans (5.88%) e Streptococcus meningitis
(5.88%) (Tabela 2).

Em 38.23% dos pacientes foi confirmada infecgdo por protozoarios, com Giardia lamblia presente em 13 dos 34 pacien-
tes (Tabela 2).

Infeccdo por helmintos foi verificada em 20.58% dos pacientes, principalmente por Strongyloides stercola-
ris (14.70%) (Tabela 2). Apenas dois pacientes com CVID apresentaram infecgdo fungica, pela levedura Candida albi-
cans (5.88%) (Tabela 2).

Os niveis séricos de anticorpos IgG estiveram abaixo do limite minimo de normalidade (IgG=700-1600
mg/dL) em todos os pacientes, ao passo que os niveis de IgM (IgM=40-230 mg/dL) estiveram abaixo do limite minimo
de normalidade em 73.52%, e IgA (IgA=70-400 mg/dL) em 82.35% dos pacientes (Figura 1).

A estimulagéo das PBMC demonstrou que a resposta linfoproliferativa esteve diminuida em 29.41% dos
pacientes para PHA, e em 38.235 dos pacientes para Con-A (Figura 2).

Em relagéo a porcentagem de linfécitos, 79.41% dos pacientes com CVID apresentaram menor contagem
de linfocitos T CD3 (normal=56-86%), linfécitos T CD3CD4 (normal=33-58%) e linfécitos B avaliados por CD19 (nor-
mal=6-19%). Em 11.76% dos pacientes foi verificada uma menor contagem de linfécitos T CD3CD8 (normal=13-39%); e
em 50% dos pacientes foi verificada uma menor porcentagem de células natural killer (NK) avaliada por CD16-56 (nor-
mal=6-29%). Em relac&o aos linfécitos B de meméria, avaliados por CD19CD27, 35.29% dos pacientes apresentaram
uma redug&o percentual (normal=0.46-6.07%) (Figura 3).

Uma menor produgao de IL-4 (380.2+181.30 pg/mL) e IL-5 (35.46£98.22 pg/mL), e uma alta produgao de
TNF-a (4188 + 5788 pg/mL) pelas PBMC dos pacientes com CVID foi observada (Tabela 3).
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DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados os parametros clinicos e imunolégicos de 34 pacientes com CVID. Obser-
vou-se que a CVID afeta igualmente homens e mulheres, e da mesma forma que o descrito em estudos internacionais
0s pacientes apresentaram atraso no diagnéstico (Ardeniz et al., 2010; Ramirez-Vargasa et al., 2014; Lin et al., 2015;
Dong et al., 2016).

Nos pacientes com CVID estudados, as infec¢des bacterianas acometeram principalmente o trato respira-
torio e gastrointestinal, na forma de pneumonia e diarréia, resultados em consenso com a literatura (Ramirez-Vargasa
et al., 2014; Abbott & Gelfand, 2015; Rodriguez-Negrete et al., 2015). A prevaléncia de bronquiectasia no estudo foi
maior ao descrito pela literatura, e pode ser explicado pela maior demora no tempo de diagnéstico, o que é descrito em
outros estudos (Ardeniz et al., 2010; Hadjadj et al., 2015).

Os microrganismos mais isolados do trato respiratdrio foram do género Streptococcus, € no trato gastrin-
testinal o protozoario Giardia lamblia e o helminto Strongyloides stercolaris, comuns na hipogamaglobulinemia (Kokron
etal., 2004; Abbott & Gelfand, 2015).

Alergia esteve presente em 38.23 % dos pacientes principalmente na forma de asma e rinite alérgica, o
que ¢ descrito pela literatura (Kokron et al., 2004).

Um quinto dos pacientes com CVID no estudo apresentaram neoplasias, na forma de neoplasias hema-
topoiéticas ou ndo hematopoiéticas. Nos pacientes com CVID a incidéncia de linfoma é 300 vezes maior do que a popu-
lagdo geral, estando inimeros casos associados a infec¢do pelo virus de Esptein-Barr (EBV) (Nabavi et al., 2014).
Também existe um risco 50 vezes superior para o desenvolvimento de neoplasias gastricas, ou de neoplasia epiteliais,
algumas delas induzidas por virus oncogénicos como HHV-4, HHV-2, HTLV-1, HTLV-2 ¢ HPV-16 (Gangemi et al.,
2015).

A presenca de autoimunidade foi verificada em um tergo dos pacientes com CVID no estudo, semelhante
ao descrito em outros relatos, que reportam que até um tergo dos pacientes pode apresentar enfermidade autoimune
(Abolhassani et al., 2013; Maglione et al., 2016).

Os niveis séricos de IgG, IgM e IgA dos pacientes no presente estudo foram considerados baixos, como o
esperado para a enfermidade (Al-Herz et al., 2011; Ameratunga et al., 2014; Abbott & Gelfand, 2015). Isto favorece o
surgimento de infec¢des bacterianas recorrentes, em especial do trato respiratério e digestério (Ramirez-Vargasa et al.,
2014; Abbott & Gelfand, 2015; Rodriguez-Negrete et al., 2015), como descrito nos pacientes em estudo.

Né&o foi observada diminuigdo na resposta linfoproliferativa para PHA e Con-A na maioria dos pacientes
em estudo. Os resultados descritos na literatura sdo ambiguos, pois é descrito tanto a preservagdo (Agarwal et al.,
2011), quanto a diminui¢&o da resposta proliferativa a mitdgenos policlonais (Kokron et al., 2004), sem nenhuma corre-
lag&o clinica ou prognostica.

Em relagdo ao numero de linfocitos, foi verificada uma grande porcentagem de pacientes com baixa con-
tagem de linfécitos T CD3, T CD3CD4 e B CD19, mas nao de linfécitos T CD8, fato pouco descrito na literatura (Moratto
et al., 2006). A linfopenia relativa e absoluta de linfécitos T CD3CD4 associada a um nimero normal ou aumentado de
linfécitos T CD8 como visto neste estudo é descrita em outros trabalhos (Kokron et al., 2004; Giovanneti et al., 2007;
Abbott & Gelfand, 2015). Nos pacientes com CVID a ocorréncia de uma relagdo inversa na proporgao de células T
CD4/T CD8, pode ser justificada pela diminuigdo do nimero de células T CD3CD4 (Kokron et al., 2004), e até 30% dos
pacientes com CVID podem apresentar aumentado do nimero de linfécitos T CD8, porém mais observada em pacien-
tes com esplenomegalia e bronquiectasia (Bonilla & Geha, 2009).

Neste estudo, nenhum paciente com CVID apresentou porcentagem de células B (CD19) inferior a 1%,
no entanto, isto ndo foi observado para as células B de meméria (CD19CD27). Embora pacientes com CVID geralmente
possuam um nimero normal de linfécitos B, uma pequena parcela pode apresentar linfopenia de células B com fenétipo
de células de memoria (Vodjgani et al., 2007; Vélez et al., 2015; Berrén-Ruiz et al., 2016; Kuehn et al., 2016). A baixa
contagem de linfécitos B de memdria favorece o surgimento de infecgdes por bactérias encapsuladas como Streptococ-
cus pneumoniae, também verificado no presente estudo.

A contagem de células NK (CD16-56) esteve baixa em metade dos pacientes, o que, segundo a literatura,
pode levar a uma maior susceptibilidade por infecgdes virais (Lougaris et al., 2015), o que néo foi verificado neste estu-
do.

Foi verificado que na maioria dos pacientes as PBMC produziram baixas qunatidades de IL-4 e IL-5, e
altas quantidades de TNF-a. Uma vez que IL-4 e IL-5 s@o citocinas do padrdo Th2 associadas com a resposta imune
humoral, pode-se inferir que a baixa produgéo destas citocinas contribui para a hipogamaglobulinemia. A literatura re-
porta a diminui¢do na sintese de IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y em pacientes linfopénicos (Del Vecchio et al., 2008; Varzaneh
et al., 2014; Berron-Ruiz et al., 2016), e aumento da produgdo de TNF-a em pacientes com estado inflamatério exacer-
bado (Truijillo et al., 2011) e doenca intestinal (Agarwal et al., 2011).
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Existem um grande consenso que pacientes com CVID apresentam tanto defeitos humerais quanto celu-
lares que podem levar a hipogamaglobulinemia. Assim, os achados deste estudo refor¢cam-este conceito, umavez.que
foi verificada além de hipogamaglobulinemia, linfopenia de linfécitos T CD3, T CD3CD4, linfécitos B CD19, células NK
(CD16-56), e baixa produgéo de citocinas do padrao Th2 (IL-4 e IL-5).
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Tabela 1. Manifestagdes clinicas dos pacientes com CVID.
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Legenda: P=pacientes; + = presente.
Tabela 2. Infecgdes microbianas em pacientes com CVID.
P Virus Bactérias Protozoarios Helmintos Fungos e leveduras
1 Streptococcus pneumoni-
ae
9 Streptococc:: pneumoni- Giardia lamblia
3 Staphylococcus aureus
4 Staphylococcus aureus Giardia lamblia
5 Streptococcus pneumoni-
ae
6
7
8 Klebsiella pneumoniae
9 HSV-1 Mycobactertum tubercuo- Giardia lambia
10 Streptococcus pneumoni-
ae
1 CMV Haemophilus influenzae
12
13 My cobactensl;gq tuberculo- Giardia lamblia Strongyloides stercolaris
14 Streptococcus meningitis
15
16 Streptococcus pneumoni-
ae
17 Haemophilus influenzae
18 Staphylococcus aureus Strongyloides stercolaris
19
20 HSV-2 Giardia lamblia
21 Staphylococcus aureus Giardia lamblia, Endolimax
nana
22 Escherichia coli Giardia lamblia Trichuris trichiura
23 Giardia lamblia, Entamoe- Ascaris lumbricoides
ba hystolitica
24 Pseudomonas aeruginosa
25 EBV Giardia lamblia, Toxo- Strongyloides stercolaris,
plasma gondii Enterobius vermicularis
26 Streptococcus viridans
27 Klebsiella oxytoca Giardia lamblia, Endolimax Strongyloides stercolaris

nana, Entamoeba hystoliti-
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P Virus Bactérias Protozoarios Helmintos Fungos e leveduras
ca
28 Streptococcus viridans Giardia lamblia
Candida albicans, Myco-

29 .

plasma arthriritis
30
31 Candida albicans
32 Streptococcus meningitis Giardia lamblia
33 Giardia lamblia Strongyloides stercolaris
34

Legenda: P=pacientes; HSV=virus herpes simplex; CMV=citomegalovirus; EBV=virus Epstein-Barr.

Figura 1. Niveis séricos de imunoglobulinas em pacientes com CVID.
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Legenda: Valores normais=IgG (700-1600 mg/dL), IgM (40-230 mg/dL), IgA (70-400 mg/dL).

Figura 2. Resposta linfoproliferativa para mitégenos policlonais.
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Legenda: PHA= Fitohemaglutinina; Con-A= Concanavalina A. Sdo considerados normais valores de indice de estimulagéo
acima de 20.
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Figura 3. Porcentagem de linfocitos em pacientes com CVID.
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Legenda: Valores normais=T CD3 (56-86%); T CD3CD4 (33-58%), T CD3CD8 (13-39%), B CD19 (6-19%), NK CD16-56 (6-29%)
(Kokron et al., 2004), B CD19CD27 (0.46-6.07%) (Riva et al., 2010).

Tabela 3. Produgao de citocinas por PBMC de pacientes com CVID.

Citocinas (pg/mL) Média = DP Mediana Minimo Maximo
IL-2 838.90 + 10520 547.60 0 4477
IL-4 181.30 + 380.20 0 0 1978
IL-5 35.46 + 98.22 0 0 489
IL-10 605.80 + 616.6 432.10 0 1998
TNF-a 4188 + 5788 1397.00 0 18382
IFN-y 449.50 + 855.7 34.38 0 3581
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