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" INFESGOES PARASITARIAS E ALTERAGOES IMUNOLOGICAS E

PACIENTES COM=IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

RESUMO

Foram estudados 34 pacierntes con imunodeficiéncia conun variavel (CVID), onde
13 apresentaram infeccdo parasitaria intestinal. Células mononucleares obtidas
a partir de sangue periférico (PBWC) foram utilizadas para fenotipagem de
linfocitos T e B e atividade linfoproliferativa. Os sobrenadantes de cultura
foram utilizados para quantificacéo de citocinas por ELISA. Treze pacientes com
CVID apresentaran infecgdo parasitaria intestinal por Giardia lanblia,
Strongyloides stercolaris, Entamoeba hystolitica e Endolimax nana. Fol observada
linfopenia de células T e B e a incapacidade de sintese de IL4 e IL-5 pela
maioria dos pacientes no em estudo. Verificanos que pacientes con CVID
apresentaram  diferentes tipos de infecgdo intestinal, um vz que a
hipogameglobulinemia e linfopenia faworecem a instalagdo deste quadro
parasitario.

Palavras-Chave: Imunodeficiéncia conum varidvel, Giardia larblia, Strongyloides
stercolaris, Entamoeba hystolitica, enteropatias parasitarias.

INTESTINAL PARASITE INFECTION AND IMMUNOLOGIC ALTERATIONS
IN PATIENTS WITH COMMON VARIABLE IMVUNODEFICIENCY

ABSTRACT

Thirty-four patients with cormon variable inmunodeficiency (CVID) were studied,
where 13 had intestinal parasitic infection. Peripheral blood mononuclear cells
(PBVC) were used for phenotyping of T and B Iymphocytes and lymphoproliferative
activity. Culture supematanits were used for quantification of cytokines by
ELISA. Thirteen patients with CVID had intestinal parasitic infection by Giardia
larblia, Strongyloides stercolaris, Entamoeba hystolitica and Endolimax nana.
Was observed T-cell and B-cell lymphopenia and inability of IL4 and IL-5
synthesis by majority patients at the study. We verified that patients with CVID
presented different types of intestinal infection, once hypogammaglobul inemia
and lymphopenia favor the establishment of this parasitic condition.

Aprovado em novenbro de 2017.  Keywords: Cammon variable immunodeficiency, Giardia larblia, Strongyloides

stercolaris, Emtamoeba hystolitica, parasitic enteropathy.

Revista WNILUS Ensino e Pesquisa

Rua Dr. Armando de Salles Oliveira, 150

Boqueiréo - Santos - Séo Paulo

11050-071

hittp://revista. lusiada.br/index.php/ruep
revista.unilus@lusiada.br

Fone: +55 (13) 3202-4100 —_

e ——

© " Revista WILLS Ensino e Pesuisa, v. 14, n. 36, JMM (eletronico)-s-p=-




ALBERTO ANDRADE LEITE, FRANCISCO SANDRO MENEZES-RODRIGUES, PAOLO RUGGERO ERRANTE

//

A diarreia infecciosa é uma das mais importantes causas-de morbimortalidade
em paises em desenvolvimento, e nos paises iIndustrializados ela raramente é fatal,
embora exerca algum impacto nos setores de salde e socioecondmico. Na maioria dos casos,
a diarreia tem como agentes etioldgicos o0s virus e as bactérias. No entanto, algumas
vezes 0s protozoarios e helmintos também podem causar o processo diarreico,
especialmente em areas onde as enteroparasitoses séo endémicas [1-7]. Essas parasitoses
intestinais possuem Impacto significativo sobre pessoas com imunodeficiéncias [8-10].

A imunodeficiéncia comum variavel (CVID) é uma Imunodeficiéncia primaria
caracterizada por hipogamaglobulinemia e infecgbes bacterianas recorrentes [11-13].
Pacientes com CVID apresentam uma alta frequéncia de infeccdbes recorrentes do trato
respiratorio e gastrintestinal [14,15]. A diarréia cronica e recorrente corresponde a
40% dos quadros infecciosos nestes paclientes, onde metade desta casuistica esta
associada a infeccdo por Giardia lamblia, seguido de infeccdo por Salmonella sp.,
Shigella sp., Yersinia sp. e Campylobacter sp [16-20].

Embora no Brasil infecghes por Endolimax nana, Entamoeba hystolitica,
Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura e Ascaris lumbricoides, sejam relativamente
comuns [21-23], séo escassos os relatos de infeccéo intestinal de pacientes com CVID
por estes agentes parasitarios. Dessa forma, este artigo descreve a ocorréncia de
diarréia causada por protozoarios e helmintos poucos relatados na literatura em
pacientes com CVID.

INTRODUGAO o

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo estiveram em acompanhamento na Disciplina
de Imunologia Clinica e Alergia da FWUSP de janeiro de 2000 a janeiro de 2010. Os
critérios diagnésticos utilizados estdo de acordo com a Sociedade Europeia de
Imunodeficiéncias (ESID) [24,25].

Foram estudados 34 individuos adultos com CVID (valores séricos de 1gG médios
abaixo de 300 mg/dL ou dois desvios-padrdes abaixo dos niveis normails para a idade com
niveis de IgM e IgA diminuidos ao diagnéstico). A retirada de sangue ocorreu apds O
preenchimento do consentimento informativo por escrito pelos pacientes imediatamente
antes de receberem o tratamento terapéutico com imunoglobulinas humanas poliespecificas
para uso endovenoso (IVIG). Todos os procedimentos foram aprovados pelas comissdes de
ética em pesquisa em humanos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FWUSP) e no Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP).

Exames laboratoriais

Os exames de rotina dos pacientes com CVID foram realizados no Laboratorio
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
Imunoglobulinas séricas foram dosadas por nefelometria. Os exames protoparasitologicos
foram executados sistematicamente utilizando-se trés métodos, sedimentacéo espontanea,
método de Faust e método de Rugai [26]. Os parasitas foram identificados por métodos
especificos, quando solicitados pelo servico médico, como exame de amostras de fezes
frescas para observacéo de formas vegetativas de protozoarios e método de Graham [27]
para a pesquisa de Enterobius vermicularis.

Dados clinicos e laboratoriais foram obtidos através de consulta dos
prontuarios dos pacientes con CVID atendidos no ambulatério de Imunodeficiéncias
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~ Primérias da Disciplina de Imunologia e Alergia da Faculdade-de-Medicina da Universidade
de Sao Paulo-FMUSP.
Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratorio de Imunologia Clinica
do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo-1CB 1V-USP.

Citometria de fluxo

Amostras de sangue foram obtidas por puncdo de veias periféricas, coletadas
em tubos heparinizados e preparadas para realizacdo do estudo fenotipico de linfécitos
marcados com anticorpos anti-CD3/CD4/CD8 e CD19.

Procedeu-se a separacdo de células mononucleares obtidas a partir de sangue
periférico (PBMC) através de centrifugacdo sobre Isolymph. Ap6s lise das hemacias,
aliguotas de 100 ul contendo 1,0x10° células foram incubadas com o0s respectivos
anticorpos monoclonais durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Para a leitura de
citometria de fluxo, foram utilizados anticorpos conjugados com isoticianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou Cy-Chrome, acompanhados de controle isotipico
apropriado. As suspensdes celulares foram submetidas a leitura em citdmetro de fluxo
(FACScan-Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). Foram analisadas 10.000 células, utilizando
como parametros; FSC x SSC, numero de células x FL1, nimero de células x FL2, ndmero de
células x FL3, FL1 x FL.2, FL1 x FL3 e FL.2 x FL3.

Dosagem de citocinas

PBMC foram cultivadas durante 20 horas na presenca de LPS para dosagem de
TNF-a., PHA durante 24 horas para a dosagem de IL-2, e PHA durante 48 horas para 1L-4,
IL-5, IL-10 e IFN-y. Os sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantificacdo de
citocinas foi realizada por ELISA.

RESULTADOS
Caracterizacdo clinica dos pacientes com CVID

Os 13 pacientes com CVID com infeccdo parasitaria apresentaram uma média de
inicio dos sintomas de 24,54+21,60 anos, idade de diagnéstico da enfemmidade de
34,69+20,50 anos e idade de inicio de tratamento de 35,85+21,42 anos para a
imunodeficiéncia primaria. Dentre as principais manifestagbes clinicas, houve énfase
com o envolvimento do trato respiratdrio, sendo observada rinite em 69,23%, otite em
69,23%, pneumonia em 69,23% e bronquiectasia em 38,46% dos pacientes (Tabela 1).
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Tabela 1. Carééﬁiza@ao\c[l'nica dos pacientes com CVID.

- = Paciente Idade de inicio Idade de ldade de inicio Achados
- dos sintomas diagndstico de tratamento clfnicos
(anos) (anos) (anos)
1 29 29 29 Pneumonia
2 53 60 65 Rinite, otite,
pneumonia,
bronquiectasia
3 12 14 14 Rinite, otite
4 4 16 16 Pneumonia
5 7 13 13 Rinite, otite,
pneumonia
6 28 37 43 Rinite, otite,
pneumonia,
bronquiectasia
7 8 26 27 Rinite, otite
8 2 12 12 Rinite, otite,
pneumonia,
bronquiectasia
9 5 26 26 Rinite, otite,
pneumonia,
bronquiectasia
10 12 20 20 Rinite, otite,
pneumonia,
bronquiectasia
11 8 14 26 Rinite, otite,
pneumonia
12 5 35 35 -
13 9 21 36 -

Parasitas intestinais

Dos 34 pacientes em estudo, em 13 (38,23%) foi verificada infeccdo parasitaria
intestinal por protozoarios e/ou vermes. Em 92,30% dos pacientes com infeccdo
parasitaria intestinal, foi verificada infeccdo por Giardia lamblia, seguido por
Strogyloides stercolaris (38,46%), e Entamoeba hystolitica (23,07%) (Tabela 2).

Tabela 2. Parasitas intestinais.

Paciente Protozoarios Helmintos
1 Giardia lamblia -
2 Giardia lamblia -
3 Giardia lamblia Strongyloides stercolaris
4 - Strongyloides stercolaris
5 Giardia lamblia -
6 Giardia lamblia, Endolimax nana -
7 Giardia lamblia Trichuris trichiura
8 Giardia lamblia, Entamoeba Ascaris lumbricoides
hystolitica
9 Giardia lamblia Strongyloides stercolaris, Enterobius
vermicularis
10 Giardia lamblia, Endolimax nana, Strongyloides stercolaris
Entamoeba hystolitica
11 Giardia lamblia -
12 Giardia lamblia -
13 Giardia lamblia Strong_yloides stercolaris

Dosagem de imunoglobulinas

Dentre as imunoglobulinas séricas, 0s pacientes apresentaram quantidades
reduzidas de 1gA (11,62+28,14 mg/dL; normal=150-400 mg/dL em adultos), IgM (58,62+89,04
mg/dL; normal=100-250 mg/dL em adultos) e 1gG (245,20+180,00 mg/dL; normal=800-1600
mg/dL em adultos). Apenas um paciente apresentou niveis de IgM (nimero 11) e IgA (ndmero
12) dentro dos valores de normalidade. Embora estes pacientes apresentassem infeccéo
intestinal, os niveis séricos de IgE (62,95+85,89; normal=até 100 pg/dL) ndo estiveram
aumentados - (Tabela 3). . 7
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g Tabela 3. Dosagem de imunoglobulinas-
Paciente IgM 19G IgA IgE
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (pg/dL)
1 ND 212 ND 12
2 84 270 ND 33
3 13 277 ND 35
4 3 226 15 34
5 2 96 5 0
6 12 263 ND ND
7 ND ND ND 98
8 5 129 ND 21
9 ND ND ND 56
10 ND ND ND ND
11 176 ND ND 25
12 66 248 184 ND
13 ND 157 ND ND

Porcentagem de linfécitos e eosinofilos

Legenda - ND = ndo detectado.

Em comparacdo aos valores normais dos diferentes subtipos de linfécitos, foi
verificada uma diminuicdo percentual do numero de linfocitos T CD3 em 8/13 pacientes
(61,53%, valores normais em adultos de linfécitos TCD3=55-82%), T CD4 em 6/13 pacientes
(46,15%, valores normais em adultos de linfocitos TCD4=27-57%), T CD8 em 1/13 pacientes
(7,%%, valores normais em adultos de linfocitos TCD8=14-34%) e células B CD19 em 10/13
pacientes (76,92%, valores normais em adultos de linfécitos B CD19=6,1-17,1%). Em 3/13
pacientes (23,07%, valores normais em adultos de eosinéfilo=0-5%) foi observado aumento
percentual do nimero de eosindfilos (Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagem de linfocitos e eosinéfilos.

Paciente CD3 CD4 CD8 CD19 Eosindfilos

(%) (%) (%) (%) (%)
1 45,50 28,48 25,10 11,54 9
2 36,58 22,09 38,58 4,32 10
3 42,19 41,26 8,41 10,62 3
4 77,59 23,43 20,27 4,04 3
5 64,52 39,16 33,17 2,17 5
6 63 31,24 26,44 12,86 2
7 40,89 43,28 37,75 1,71 5
8 30,41 29,97 15,49 5,03 4
9 61,1 14,64 56,35 3,2 6
10 41,7 38,15 21,78 5,04 3
11 62,65 9,99 57,99 3,5 4
12 23,84 19,21 24,99 3 4
13 18,36 11,21 37,29 3,18 5

Dosagem de citocinas

PBMC dos pacientes com CVID quando estimulados com PHA durante 48 horas produziram
menores quantidades de IL-4 e IL-5, em relacdo a outras citocinas como IL-2, IL-10 e
IFN-y. Em 92,30% dos pacientes com CVID as PBMC foram capazes de produzir niveis
detectaveis de TNF-a e IL-2, e 76,92% IMN-y (Tabela 5).
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_— Tabela 5=-Dosagem de citocinas.

7 Paciente IL-4 s IL-10 IFN-y

' (ug/dL) (ug/dL) (ugrdL) (pgrdL)
1 0 0 0 22,08
2 0 0 235,91 489,2
3 0 0 264,9 19,38
4 0 0 500 0
5 0 0 0,226 89,9
6 73,708 0 636,916 3580,61
7 0 0 54,55 489,9
8 0 0 0 38,75
29 0 0 45,39 22,98
10 264,07 0 1589,2 2263,06
11 0 113,82 0 164,9
12 0 0 430,75 7,98
13 0 0 51,88 11,56

DISCUSSAQ

Foram descritos 13 pacientes com CVID que apresentaram acometimento sino-
pulmonar e infeccdo iIntestinal por Giardia lamblia, Entamoeba hystolitica, Endolimax
nana, Strongyloides stercolaris, Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura e Ascaris
lumbricoides. Estes pacientes apresentaram diminuicdo no numero de linfécitos T C4 e
linfécitos B do sangue periférico, e na sua maioria foram incapazes de sintetizar 1L-4
e IL-5.

Os pacientes apresentaran idade média de aparecimento de sintomas de
24,54+21 ,60, diagnéstico de 34,69+20,50 e tratamento de 35,8542 anos, achados de acordo
com a literatura [28]. Foi verificado que 76,92% dos pacientes apresentaram pneumonia
e 69,23% rinite e otite, valores que conferem com a literatura [29-32]. As manifestacles
clinicas mais comuns séo infecgbes bacterianas recorrentes na forma de otite, sinusite,
bronquite e pneumonia por bactérias encapsuladas como Streptococcus pneumoniae [33-35],
Haemophilus influenza [34] e Staphylococcus aureus [36, 37]. A CVID é uma enfermidade
que acomete um grupo heterogéneo de pessoas, sem predilecdo por raga, sexo ou idade
[15, 38].

A principal causa de infeccéo intestinal foi a Giardia lamblia (92,30%).
Anticorpos da classe IgG tém sido detectados no soro de individuos com giardiase
sintomatica, contudo, existem evidéncias de que sozinhos ndo apresentem atividade
protetora [39, 40].

Dentre as manifestacbes intestinas em pacientes com CVID, sobressaem as
infeccles parasitarias [41]. Diarréia e outros disturbios gastrintestinais sdo descritos
em pelo menos 20 % dos pacientes [42], sua maloria associada com Giardia lamblia ou
Campylobacter jejuni [18, 19].

Dentre as diferentes espécies de amebas detectadas destaca-se a Entamoeba
hystolytica e Endolimax nana. O encontro destes protozoarios em pacientes com CVID ndo
€ comum. Embora os anticorpos e proteinas do Sistema Complemento sejam liticos para
trofozoitos iIn vitro, em individuos iImunocompetentes a presenca de anticorpos
especificos ndo justifica obrigatoriamente protecdo in vivo [43-46].

Em 38,46% dos casos os pacientes apresentaram infeccdo por Strongyloides
stercolaris. Este parasita possui importancia ao realizar autoinfeccdo em pacientes com
imunodeficiéncia primaria, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), ou em
tratamento com drogas Imunossupressoras, podendo causar iInvasdo de tecidos extra-
abdominais e quadros potencialmente fatais. O seu encontro em pacientes com CVID é um
achado raro [47,-48]-
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Apenas um paciente apresentou infeccdo pelo - Enterobius—vermicularis. O E.
vermicularis causa infecgdes graves que podem levar ao surgimento de enterite catarral
por acdo mecanica e irritativa, podendo acometer o ceco e apéndice, além de causar
vaginite, metrite, salpingite e ocoforite [49-52].

O Trichuris trichiura fol encontrado em apenas um paciente no neste estudo.
No parasitismo intenso, o T. trichiura pode se fixar até o reto e provocar prolapso
retal. Este parasita é relativamente frequente na regido Norte do Brasil, onde o clima
quente e Umido favorece o surgimento de infecgdes co alta carga parasitaria [53].

Un paciente com CVID apresentou infeccdo por Ascaris lumbricoides, um helminto
encontrado em areas tropicais. Pacientes imunocomprometidos com infeccdo macica podem
apresentar subnutricdo, depauperamento fisico e mental, convulsdes epileptiformes e
obstrucdo mecénica da luz intestinal pelo enovelamento de parasitas adultos. A
eosinofilia pode estar envolvida na imunidade contra os Ascaris spp., acompanhado do
aumento dos niveis séricos de Igk e IgM, mas ndo de 1gG ou 1gA [54-57].

Dos 13 pacientes do estudo, apenas o paciente 11 apresentou niveis S€ricos
de IgM dentro dos limites de normalidade, apresentando infeccbes do trato respiratorio
na forma de rinite, otite e pneumonia e infeccdo intestinal por Giardia lamblia. O
paciente 12 produziu niveis séricos de IgA dentro dos lintes de normalidade, e infeccéo
intestinal por Giardia lamblia. Em contrapartida, todos os pacientes apresentaram baixos
niveils séricos de IgG, o que caracteriza a CVID [24, 25]. A diminuicdo dos niveis
séricos de imunoglobulinas favorece a ocorréncia de infecgBes cronicas e recidivantes
do trato respiratério e gastrintestinal [30-32].

Foi observada uma diminuicdo percentual de linfécitos T CD3 e T C4 e
linfécitos B na maioria dos pacientes, que apresentaram predominio de infeccéo
intestinal por Giardia larblia. Distirbios envolvendo a alteracdo na funcdo ou numero
de linfocitos sdo comuns em pacientes com CVID [28, 38, 58].

Dos 13 pacientes com CVID, dois apresentaram PBMC capazes de sintetizar IL-
4, e apenas um apresentou PBMC capaz de sintetizar IL-5 in vitro. A IL-4 é importante
para a producdo de IgE, e IL-5 para a ativacéo de eosinéfilos. Em cinco pacientes nao
foi possivel determinar a quantidade de IgE sérica, e em apenas trés pacientes os niveis
percentuais de eosindfilos no sangue estiveram acima dos valores normais.

A liberacédo de moléculas lipidicas da superficie dos parasitas leva ao
desenvolvimento de uma resposta imune com sintese de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Estas
citocinas favorecerem a eosinofilia, hiperplasia de células intestinais, sintese de
IgE, IgGl e 1gA, aumento da producdo de muco por células caliciformes, e contratilidade
da musculatura lisa com expulsdo dos vermes [59, 60].-

Os pacientes com CVID apresentaramn diminuicdo percentual do ndmero de
linfécitos T CD4 e linfocitos B, e baixa sintese de IL-4 e IL-5, o que justifica os
baixos niveis de Igk e eosindfilos no sangue periférico [61-63]. Anticorpos, linfocitos
e citocinas sdo fundamentais para manutencdo da homeostase do sistema imune contra
patogenos intestinais, e a sua diminuicdo numérica pode favorecer a instalacdo de
diferentes quadros parasitarios [64].

Dessa forma foi verificado que a maioria dos pacientes apresentou
hipogamaglobulinemia, diminuicdo na sintese de IL-4, IL-5 e linfopenia de células T CD4
e B, parametros que comprometem o controle de infecgbes intestinais.
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