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RESUMO

Pedreschi. M. Classificacdo de pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel
através da identificacdo de subtipos de Linfdcitos B [Dissertagdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

Introducdo: A Imunodeficiéncia Comum Varidvel (ICV) € a imunodeficiéncia
primaria mais prevalente na pratica clinica. Suas manifestagdes vdo desde infeccdes
de repeticdo (que sdo as mais prevalentes) a neoplasias e doencgas autoimunes.
Admite-se que o quadro clinico da ICV esteja associado a alteracfes na diferenciacdo
de linfocitos B (LB), mas também em linfocitos T, monocitos e células dendriticas,
alem de mutacdes em genes relacionados a interacGes entre linfocitos T e B ou
homeostasia de linfocitos B. Isto determina uma grande complexidade na
classificagdo destes pacientes, sendo a correlacdo entre caracteristicas clinicas e
fenotipicas essencial para o melhor entendimento da doenca e acompanhamento dos
pacientes. Objetivo: Descrever o fendtipo clinico e das subpopulacGes de LB da
coorte de pacientes com ICV acompanhados no Ambulatorio de Imunodeficiéncias
Primarias do Hospital das Clinicas e verificar o modelo de classificacdo que melhor
se adequa a estes pacientes. Materiais e Métodos: Apos a separacdo de PBMC e
imunofenotipagem dos subtipos de LB de amostras de 70 pacientes, estes foram
classificados segundo os critérios das classificacbes de Freiburgo, Paris e
EUROclass. Também foram realizadas a analise das manifestaces clinicas; a
correlacdo entre as células de memoéria e as concentracdes séricas das
imunoglobulinas e a correlacdo entre os subtipos de LB e as principais manifestacfes
clinicas desta coorte. Resultados: Esta coorte apresentou um grande disturbio na
distribuicdo das subpopulacdes de LB, sendo que todos os pacientes apresentaram
reducdo na frequéncia de LB de memoria com troca de isotipo, mas apenas as
pacientes mulheres apresentaram aumento estatisticamente significante nas

frequéncias de LB naive e LB CD21""

e reducdo na frequéncia de plasmoblastos. Os
subtipos de LB transitério e LB de zona marginal ndo apresentaram diferencas
significativas entre pacientes e controles. Nao observamos correlagdo entre as células
B de memoria e os niveis séricos de imunoglobulinas. A analise clinica revelou

diferencas na prevaléncia de algumas complicagdes clinicas, entretanto, a correlacéo



entre 0s subtipos de LB e estas manifestacbes mostrou associagcdo apenas entre
linfadenopatia e reducdo de plasmoblastos. Por fim, a classificacdo quanto aos trés
modelos propostos, revelou que nenhum deles se adequou para esta coorte de
pacientes brasileiros.  Conclusdo: verificamos uma diversidade tanto nas
subpopulacdes de LB quanto na prevaléncia de algumas manifestacdes clinicas e por
conta destas alteracGes, até 0 momento nenhuma classificacdo se mostrou apropriada
para esta coorte. Estes achados refor¢cam o conceito de heterogeneidade da doenga e
confirmam a necessidade de um novo modelo de classificacdo que compreenda

outros marcadores.

Descritores:  Imunodeficiéncia Comum Variavel; linfocitos B; fendtipo,

classificagéo.



ABSTRACT

PEDRESCHI, M. Classification of patients with Common Variable
Immunodeficiency based onthe distribution of B cell phenotypes [Dissertation]. S&o
Paulo: Hospital das Clinicas, University of Sdo Paulo, 2010. p

Introduction: Common Variable Immunodeficiency (CVID) is the primary antibody
deficiency most often seen in clinical practice. Patients present different clinical
features ranging from recurrent infections (most prevalent) to malignancies and
autoimmune disorders. It is accepted that this clinical picture is associated with
alterations in the differentiation of B cells but also in T cells, monocytes and
dendritic cells, besides mutations in genes related to interactions between T and B
cells or in B cell homeostasis. This makes the classification of CVID patients very
difficult, on the other hand the association between clinical and immunological
phenotype is essential for better understanding of the disease and follow-up of
patients. Objective: To describe the clinical and immunological phenotype of a
Brazilian cohort of CVID patients followed at the Division of Clinical Immunology
and Allergy of University of Sdo Paulo Medical School and to classify them and
analyze which is the most appropriated classification for this cohort. Methods and
Results: Seventy patients were studied and flow cytometric B cell phenotyping was
performed in PBMCs, using a mixture of monoclonal antibodies. The samples were
classified according to the Freiburg, Paris and EUROclass classifications. We also
analyzed the major clinical manifestations and correlated them to B cell phenotypes,
besides correlating memory B cell frequency and serum IgA, 1gG and IgM levels.
Comparing patients and controls, we found a disturbed frequency of B cell subtypes
in this cohort. Both male and female patients presented a reduction on switched
memory B cells. However, only female patients had a significant increase on naive B
cells, CD21"" B cells and reduction of plasmablasts. Marginal zone and transitory B
cells showed no statistical differences between groups. There was no correlation
between memory B cell frequency and serum immunoglobulin levels. Clinical
analysis revealed a disturbed prevalence in some features but the correlation between
B cell subtypes and clinical manifestations revealed only an association between

lymphadenopathy and plasmablast reduction. Finally, the classification of this cohort



according to the three proposed models revealed that none of them were appropriated
to this Brazilian cohort. Conclusion: We observed a diversity in B cell subtypes
frequency and the profile of some clinical complications. Because of these findings
in both clinical and B cell subtypes, until now no proposed classification is
appropriated for this cohort. These findings reinforce the concept of CVID
heterogeneity and confirm the necessity of a new classification model that involves

other markers.

Descriptors: Common Variable Immunodeficiency, B cell phenotype, classification



1. INTRODUCAO




Introducéo

Os defeitos em um ou mais componentes do sistema imune resultam em doengas
potencialmente graves, denominadas imunodeficiéncias (Abbas, 2007).

As imunodeficiéncias podem ser divididas em priméarias, quando defeitos
genéticos resultam na falha do sistema imune ou secundérias, ocorrendo quando o
sistema imune é suprimido devido uma variedade de fatores, que incluem estados
patoldgicos, traumas e tratamentos (Abbas, 2007).

As principais caracteristicas das imunodeficiéncias s8o 0 aumento na
susceptibilidade a infec¢Oes; predisposicdo a certos tipos de cancer e autoimunidade
(Abbas, 2007).

1.1 Imunodeficiéncias Primarias

As imunodeficiéncias primarias (IDPs) sdo um grupo de doencas que apresentam
expressao heterogénea, geralmente sendo produto de defeitos genéticos da formagéo
e desenvolvimento do sistema imunoldgico (Guzman et al., 2007).

A primeira IDP descrita foi a Agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X por
Bruton em 1952 e desde entdo ja foram descritas mais de 150 doencas com mais de
120 genes identificados (Geha et al., 2007).

Didaticamente, as IDPs foram subdivididas em grandes grupos, de acordo com a
parte da resposta imunolégica mais comprometida: 1) Deficiéncias Predominantes de
Anticorpos; 2) Deficiéncias Celulares/ Combinadas; 3) Deficiéncias de Fagocitos; 4)
Deficiéncias de Sistema Complemento; 5) Sindromes bem definidas associadas a
IDPs; 6) Sindromes de Imunodesregulacéo; 7) Deficiéncias da Imunidade Inata e 8)
Sindromes Auto-inflamatdrias. A figura 1 demonstra as prevaléncias dos diferentes
grupos de IDPs no complexo HC-FMUSP (Vasconcelos et al.,, 2010). Esta
distribuicdo é compativel com as observacdes relatadas em outras casuisticas (Leiva
et al., 2007; Eades-Perner, 2007; Knerr, 2007).
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W Deficiéncias de Anticorpos

M Celular/combinadas
9% 3% 2% 1%

W Fagocitos
10%
M Sistema Complemento

M Sindromes bem definidas
associadas com IDPs

W Sd. Imuno desregulacdo

Imunidade Inata

9%

59% Sd. Autoinflamatorias

Figura 1: Casuistica das Imunodeficiéncias Primarias no Complexo HC-FMUSP, 2010 (n=910).
As Imunodeficiéncias Primarias foram subdivididas em 8 grupos: 1. Deficiéncias Predominantes de
Anticorpos; 2: Deficiéncias Celulares/ Combinadas; 3: Deficiéncias de Fagocitos; 4: Deficiéncias de
Sistema Complemento; 5: Sindromes bem definidas associadas a IDPs; 6: Sindromes de
Imunodesregulacéo; 7: Deficiéncias da Imunidade Inata e 8: Sindromes Autoinflamatorias.

Assim como observado em nosso servigo, dentre todos os grupos de IDPs, as

imunodeficiéncias humorais sdo as mais prevalentes (Bonilla et al., 2006).

1.2 Imunodeficiéncia Comum Variavel

Dentro do grupo das imunodeficiéncias primarias humorais ja descritas, a
Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) merece destaque, pois é a IDP
clinicamente sintomética mais relevante (Hong,1990; Buckley, 1992; Iseki e Heineir,
1993; Conley et al., 1999; Park et al., 2008). Na tabela 2 encontram-se os dados de

prevaléncia de ICV em diversos paises.

Numero  Populacéo

de em 2000
Pais Autores Pacientes * [x10°]  Prevaléncia
Sé&o Paulo, Brasil Grumach et al.(1997)** 101 157 1:79 000
Espanha MatamorosFlori et al. (1997) 300 (213) 35 1: 117 000
Noruega Stray- Pedersen et al. (2000) 303 (150) 4,45 1: 15000
Ird Rezai et al. (2006) 242 (195) 22 1: 91 000
Austrélia e Nova Zelandia Kirkpatrick and Riminton (2007) 930 23 1: 25 000

Tabela 1: Prevaléncia de Imunodeficiéncia Comum Variavel no mundo. * NUmeros de pacientes
com ICV. ** Pacientes pediatricos. Fonte: Chapel e Cunningham-Rundles, 20009.
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A ICV foi descrita pela primeira vez em 1953 por Janeway et al. e compreende
um grupo de distdrbios heterogéneos que resultam em baixa producdo de anticorpos
e infecgOes de repeticdo (Chapel e Cunningham-Rundles, 2009).

Esta IDP afeta ambos os sexos de forma equivalente e pode apresentar-se em
qualquer faixa etaria, porém tem uma distribuicdo bimodal, com picos na infancia,
em torno dos 10 anos ou na fase adulta, na 2°-3* décadas de vida (Cunningham-
Rundles e Bodian, 1999).

Clinicamente o paciente com ICV apresenta-se com infec¢Oes de repeticéo,
sobretudo do trato respiratdrio e gastrointestinal (Esolen et al., 1992; Macura et al.,
2003; Kokron et al., 2004). Alguns pacientes também podem apresentar infeccGes
oportunistas e virais (Cunningham-Rundles e Bodian, 1999; Webster, 2001).

A autoimunidade pode ser a primeira manifestacdo clinica da ICV (Michel et al.,
2004; Carbone et al., 2004), sendo que aproximadamente 1/3 dos pacientes
desenvolvem algum fendmeno autoimune no decorrer da doenga. As manifestacdes
mais comuns Sao as citopenias autoimunes e artrite reumatdide (Heeney et al., 2003;
Cunningham-Rundles, 2002; Quinti et al., 2007).

Processos malignos também tém incidéncia aumentada nestes pacientes, sendo
que eles apresentam risco 300 vezes maior de desenvolver linfoma e 50 vezes maior
de cancer gastrico devido a alta frequéncia de acloridria, presenca de H. pylori na
gastrite cronica e predisposicdo genética (Gompels et al., 2003; Park, 2008). Dhala et
al. em uma revisdo recente (2011), observou que o risco de cancer gastrico em
pacientes com ICV é 10 vezes maior do que na populacdo geral em pacientes sem
anemia perniciosa ou presenca de H. pylori.

O tratamento da ICV baseia-se na reposicdo de gamaglobulina humana que no
Brasil geralmente € feito por via endovenosa, em intervalos de 3 a 4 semanas, na
dose de 300 a 600mg/Kg, com objetivo de manter niveis séricos acima de 600
mg/dL. Além disso, é necessario instituir tratamentos especificos para cada uma das

complicages clinicas apresentadas (Eijkhout et al., 2001; Park, 2008).
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1.3 Ontogenia dos Linfdcitos B

Os primeiros estagios no desenvolvimento dos linfocitos B (LB) sdo antigeno-
independentes, ocorrem na medula Gssea e apresentam uma variagdo progressiva e
diversificada da recombinacdo das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas
(Igs). A célula tronco passa a ser considerada Pré-B, quando a molécula CD22
comeca a ser expressa e Pré-B com o aparecimento de CD19 (Abbas, 2007).

Com o aparecimento de IgM e CD20 na superficie celular, o LB passa a ser
considerado imaturo e migra da medula éssea para a corrente sanguinea (Abbas,
2007).

O LB imaturo transpe um novo estagio de desenvolvimento, onde passa a
expressar 1gD de membrana, além das moléculas CD21 e CD38, sendo este tltimo,
um marcador de ativacao celular. Nesse estagio do seu desenvolvimento, passa a ser
usada a denominacdo de LB Transitorio e esta célula migra da corrente sanguinea
para o orgdo linféide secundario (Mackay et al., 2003).

Dando sequéncia na diferenciacdo dos LB, o LB Transitorio no 6rgao linfoide
secundario, pode se diferenciar em 3 tipos celulares: 1) LB de zona marginal (MZB):
também pode ser chamado de LB de memdria que ndo sofreu troca de isotipo, pois é
caracterizado por expressar em sua superficie celular a molécula CD27, conhecida
como marcador de memoria celular, assim como as imunoglobulinas IgM e IgD. A
expressdo de CD38 é ausente neste tipo de LB (Weller et al., 2004); 2) LB de
memoria com troca de isotipo (SMB): também expressa CD27 em sua superficie,
porém deixa de expressar IgM e lIgD de membrana e passa a expressar outras
imunoglobulinas  (IgG/IgA/IgE) (Ahn e Cunningham-Rundles, 2009); 3)
plasmoblasto (Pbl): esta célula é caracterizada pela alta expressdo de CD38 e pela
auséncia de imunoglobulinas na membrana celular (Warnatz e Schlesier, 2008).

Assim como o0 MZB e o SMB, os plasmoblastos caem na corrente sanguinea,
porém com a finalidade de voltarem para a medula 6ssea, onde sofrem um altimo
estagio de diferenciacdo, tornando-se plasmoécitos, as células B efetoras, que séo
caracterizadas pela alta expressdo da molécula CD38 e CD138 (este sendo marcador
celular especifico de plasmdcitos), e também pela secrecdo de grande quantidade de

imunoglobulinas (Warnatz e Schlesier, 2008).
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Recentemente, em analises por citometria de fluxo, foi identificado um novo
subtipo de LB, caracterizado pela baixa expressédo de CD21, CD38, CXCR5, CCR7 e
CD23, e pela alta expressdo de CD19, assim como IgM de membrana. Esta célula foi
denominada de LB CD21"" e apresenta caracteristicas muito semelhantes a células
imaturas (Moir et al., 2001; Warnatz et al., 2002). A frequéncia do LB CD21""
geralmente esta aumentada em pacientes com ICV que apresentam esplenomegalia e
granulomatose (Wehr et al., 2004). A figura 2 demonstra 0s estagios de
desenvolvimento dos LB.

Pl Py Pré-B

m LB Imaturo

1gG/A/E

CD27

IgM
SMB t

a4

LB Transitério

Plasmablasto

Figura 2: Ontogenia dos Linfécitos B. SMB: LB de memdria com troca de isotipo; MZB: LB de
zona marginal. Fonte: propria.

1.3.1 AlteracGes Imunoldgicas e Moleculares

Por se tratar de uma doenca heterogénea, varios defeitos em diferentes tipos

celulares ja foram descritos.
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Alguns autores observaram defeitos em células dendriticas (DCs), mondcitos,
linfocitos T (LT) e linfocitos B (LB). A auséncia ou falha na interacéo destas células
com os LB resulta na sua ativacdo ineficiente e insuficiente producdo de anticorpos
especificos (Bonilla e Geha, 2009).

As células dendriticas apresentam um papel crucial na ativacdo direta dos LB,
através da interacdo das moléculas CD40-CD40L (Banchereau e Steinman, 1998). A
partir desta interacdo, ocorre a regulacdo da maturacdo e diferencia¢do dos LB naive
em plasmdcitos e, consequentemente, secrecdo de imunoglobulinas. Pacientes com
ICV apresentam diferenciacdo, maturacao e funcdo das células dendriticas alteradas,
resultando na falha da ativacdo dos LB (Bayry et al., 2004; Scott-Taylor et al., 2005;
Viallard et al., 2005).

Anormalidades quanto a produgdo de TNF, IL-2 e IFN-y foram também descritas
em relacdo aos monocitos. Estas irregularidades determinam uma falha na
diferenciacdo dos LT naive para o perfil Thl. Alguns pacientes apresentam
monocitos com alto estresse oxidativo e a consequéncia imunologica verificada é a
deficiente proliferacdo dos LT e producéo de IL-2. Clinicamente, estes defeitos estdo
sendo associados a autoimunidade e granulomatose (Aukrust et al.; 1994; Aukrust et
al.; 1996).

Quanto a imunidade celular, alguns pacientes apresentam linfopenia relativa e
absoluta de linfocitos T CD4", com niimero normal ou aumentado de linfocitos T
CD8" o que leva & inversdo da relagio CD4'/CD8" (Vasconcelos e Duarte,1989).
Nesta coorte, 56% dos pacientes apresentam esta inversdo (Kokron et al., 2004).

Vérios defeitos ja foram descritos em relacdo aos LT, como proliferacdo
defeituosa dos linfocitos T naive, reduzida ativacdo celular, aumento de apoptose,
producdo anormal de citocinas do perfil Thl e expressdao reduzida de CD40L,
resultando na falha da ativacdo dos LB e consequentemente na troca de isotipo
(Pinchuk et al., 1996; Bayry, 2005).

Em relacdo aos LB, varios defeitos celulares e moleculares ja foram descritos.
Geralmente, pacientes com ICV apresentam quantidade normal de LB, sendo que
estas células tém um fenotipo caracteristico de células imaturas, apresentando
dificuldade na diferenciacdo em célula efetora e de memoria, caracterizando defeitos
funcionais nestes LB (Braun et al., 1992; Warnatz et al., 2002; Ko et al., 2005).
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Schwartz (1999) verificou que os pacientes com ICV apresentavam células B
incapazes de proliferar e/ou diferenciar-se, fendmeno associado a defeito da cascata
de transducdo de sinal intracelular via fosforilacdo de proteinas tirosinadas.

Como dito anteriormente, pacientes com ICV geralmente apresentam frequéncia
normal de LB, e, entre alguns dos que apresentam numero reduzido, defeitos
genéticos na molécula CD19 foram verificados, resultando em poucos LB maduros e
consequentemente, hipogamaglobulinemia (Schaffer et al., 2007).

Em relacdo as células de memoria, foi verificado que o subtipo MZB esta
associado a resposta a antigenos polissacaridicos, pois 0s pacientes que apresentam
diminuicdo deste subtipo sdo mais susceptiveis a infeccdes por Streptococcus
pneumoniae, apresentam resposta deficiente a imunizagdo contra pneumococos e
dano pulmonar progressivo (Carsetti et al., 2004; Haymore et al., 2007).

A expressdo dos LB de memdria com troca de isotipo (SMB) aumenta de acordo
com a idade, representando 40% dos linfocitos B encontrados na circulagdo
sanguinea de adultos (Agematsu et al., 2000). Anormalidades quanto ao SMB foram
verificadas primeiramente em pacientes com Sindrome da HiperlgM, nos quais foi
observada reducéo na frequéncia deste subtipo (Sneller, 2001).

Em 2004, Carsetti et al. verificaram que pacientes com ICV apresentavam baixa
expressdo de SMB, e em 2006, Alachkar et al. observaram gque havia uma correlacéo
entre a diminuicdo destas células e o aumento da prevaléncia de bronquiectasias e
autoimunidade, quando comparados a pacientes com frequéncias maiores. Salzer et
al. (2004) verificaram que pacientes com ICV com reducdo de SMB apresentavam
mutac6es na molécula ICOS com maior frequéncia.

Em 2001, Thompson et al. verificaram que camundongos que apresentavam
aumento de LB Transitorio (Trans) apresentavam mutacdes em BAFF, molécula
associada a sobrevida dos LB. Posteriormente, em 2008, Wehr et al. também
verificaram um aumento neste subtipo de LB em pacientes com ICV e que este
aumento estava relacionado a presenca de linfadenopatia. Estes dados também foram

observados por Mouilot et al. (2010).
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Outra subpopulacdo cujas anormalidades foram associadas a certas manifestacoes
clinicas foi a de plasmoblastos (Pbl). Wehr et al. (2008) verificaram uma correlagdo
inversa entre autoimunidade e a frequéncia de Pbl, pois os pacientes com reducédo
deste subtipo de LB apresentam maior prevaléncia de doencas autoimunes. Em 2007,
Castigli et al. verificaram que pacientes com mutacbes na molécula TACI
apresentavam defeitos na diferenciacdo de Pbl para plasmdcitos, assim como na
producéo de IgG, IgM e IgA.

Por fim, em relacdo aos LB CD21"", foi observado que pacientes com ICV
apresentam uma frequéncia maior deste subtipo celular que individuos saudaveis, e
este aumento esta relacionado a maior prevaléncia de esplenomegalia (Wehr et al.,
2008).

1.4 Classificacéo

Devido a grande heterogeneidade da ICV, tem-se tentado definir grupos de acordo
com a presenca de anormalidades na distribuigdo de subtipos celulares e sua eventual
correlacdo com algumas manifestacdes clinicas, desta forma agrupando pacientes
com caracteristicas semelhantes para melhor acompanhamento e eventual descoberta
de genes desencadeantes.

Diferentes estudos propuseram modelos de subdivisdo dos pacientes em grupos
mais homogéneos, inicialmente através de ensaios de producdo de imunoglobulinas
(1g) in vitro, porém estas técnicas, além de serem caras e demoradas, eram de dificil
padronizacdo e execucdo (Bryant et al., 1990).

Nos ultimos nove anos, foram propostos 3 modelos de classificacao, baseados nas
subpopulacbes de LB, as classificacdes de Freiburgo, Paris e EUROclass, a partir da
caracterizacdo dos LB por citometria de fluxo.

A primeira, denominada classificacdo de Freiburgo, considerou as populagdes de
LB de meméria com troca de isotipo e LB CD21"", dividindo os pacientes em 3
grupos: la, Ib e Il. A figura 3 descreve os grupos formados pela classificacdo de
Freiburgo (Warnatz et al., 2002).
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LB
SMB < 0,4% SMB > 0,4%
I —
CcD21'ow >20% CD21'o% < 20% Infecgdes
la Ib
i )

1

Esplenomegalia
Autoimunidade
Granulomatose

Figura 3: Classificacdo de Freiburgo. Classificacdo baseada na avaliacdo dos linfocitos B de
meméria com troca de isotipo nos pacientes com ICV. Fonte: adaptado de: www.medscape.com

LB: Linfocitos B.

SMB: Linfécito B de memaria com troca de isotipo.

CD21'": Linfécito B CD21"".

Pacientes classificados no grupo | tendem a apresentar esplenomegalia,
autoimunidade e granulomatose com maior frequéncia do que 0s pacientes
classificados no grupo Il (Ko et al., 2005).

Posteriormente, foi formulada a classificacdo de Paris, onde Piqueras et al. (2003)
avaliaram a populacéo total de LB de memoria e a populacdo de memaoria com troca
de isotipo, classificando os pacientes em 3 grupos. A figura 4 descreve 0s grupos

formados pela classificacdo de Paris.
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LB
CD27* <11 % . N&o sdo MBO e MB1
CD27+ > 11 %
Az Y SMB < 8% MB2
MB1
Granulomatose Autoimunidade
Esplenomegalia
Autoimunidade Esplenomegalia
Linfadenopatia Autoimunidade

Figura 4: Classificagdo de Paris. Classificagdo baseada na avaliagdo dos linfécitos B de memoria.
Fonte: adaptado de: www.medscape.com.

LB: Linfécito B.

CD27": Total de LB de memoria.

SMB: LB de meméria com troca de isotipo.

Com esta classificacdo foi possivel correlacionar algumas manifestacdes clinicas,
como presenca de esplenomegalia e granulomatose com o grupo MBO (Piqueras et
al., 2003).

Mais recentemente, Wehr et al. (2008) fizeram uma compilacdo das 2
classificagdes, baseando-se no fendtipo das subpopulacdes de LB de memoria com
troca de isotipo, LB Transitério e LB CD21"", sendo denominada classificacio
EUROclass.

Esta classificacdo dividiu os pacientes nos seguintes grupos: agueles com
linfocitos B praticamente ausentes (<1%), contendo todos os pacientes com defeitos
graves de diferenciacdo precoce de linfocitos B e 0s que tém LB em niimero normal.
Este altimo grupo pode ser dividido em um grupo que apresenta memaria com troca
de isotipo normal (>2%) e um grupo com frequéncia muito reduzida (< 2%),
indicando distarbios na fungdo do centro germinativo (Wehr et al., 2008).

Duas divisGes a mais foram feitas, baseadas na quantificacdo de LB Transitério,
de acordo com a frequéncia menor ou maior que 9% e outra com base na presenca de
LB CD21"", com frequéncia menor ou maior que 10%. A figura 5 descreve cada um

dos grupos da classificagdo EUROclass (Wehr et al., 2008).
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LB
% LB > 1% % LB < 1% G7
% SMB < 2% % SMB > 2%
% Trans= 9% _ _ % CD21w> 10%
G1 %Trans<9% %CD21ow<10% (G4 % CD21w<10% % CD21Ev=10%
G6

G2 G3 Gd

Granulomatose Granulomatose

Linfadenopatia Granulomatose

Figura 5: Classificagdo EUROclass. Somente os pacientes com frequéncia de LB maior que 1% sdo
subdivididos de acordo com as frequéncias de LB de memdria com troca de isotipo, LB Transitério e
LB CD21"". Os pacientes que apresentam frequéncia de LB menor que 1% compdem 0 grupo 7.
Fonte: adaptado de: www.medscape.com.

Essa classificacdo foi aplicada em uma coorte multicéntrica, contendo 303
pacientes e observou-se uma correlacao entre o baixo namero de LB de memoria e as
manifestacbes de granulomatose, esplenomegalia e citopenias autoimunes. O
aumento das subpopulagées de LB Transitério e LB CD21"°" foram associados a
linfadenopatia e esplenomegalia, respectivamente. Ainda nesse estudo, a reducao de
LB de memdria com troca de isotipo foi associada a alta incidéncia de
bronquiectasias (Wehr et al., 2008).

1.5 Justificativa

A heterogeneidade observada em pacientes com Imunodeficiéncia Comum
Variavel sugere que se trata de um grupo de distarbios diferentes com algumas
caracteristicas clinicas comuns. A caracterizacdo imunoldgica destes pacientes tem
se mostrado necessaria para subdividi-los, possibilitando um acompanhamento mais

adequado e talvez até um tratamento especifico mais direcionado.
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Dados recentes da literatura acrescidos da experiéncia de acompanhamento
clinico desta coorte brasileira de pacientes com ICV sugerem que a classificacao
destes pacientes é fundamental, entretanto, a melhor forma de fazé-lo ainda é
indefinida. Neste trabalho, estudamos a distribuicdo dos subtipos de linfocitos B
desta coorte de pacientes brasileiros portadores de ICV e posteriormente 0s
subdividimos de acordo com as classificagBes descritas nos ultimos 9 anos para

verificar qual delas se adequaria melhor a esta populacéo.
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2.1 Objetivo Principal

Descrever o fen6tipo clinico e as subpopulacdes de Linfocitos B da coorte de
pacientes com Imunodeficiéncia Comum Varigvel acompanhados no Ambulatorio de
Imunodeficiéncias Primarias do Servico de Imunologia Clinica e Alergia do HC-
FMUSP e verificar o melhor método para classificacdo para estes pacientes.

2.2 Objetivos Especificos

e ldentificar as caracteristicas fenotipicas das subpopulac6es de Linfécitos B.

e Verificar se ha correlagdo entre a concentracdo sérica de imunoglobulinas

dosadas no periodo do diagndstico e a frequéncia de LB de memdria.

e Descrever as caracteristicas clinicas da coorte de pacientes com

Imunodeficiéncia Comum Variavel.

e Verificar se h& correlacdo entre esplenomegalia, linfadenopatia,
autoimunidade e bronquiectasias e a freqiiéncia dos diferentes subtipos de
LB.

e Classificar os pacientes segundo os critérios das classificagdes de Freiburgo,
Paris e EUROclass e verificar qual destes modelos melhor se adequa a esta

coorte brasileira.
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Casuistica e Métodos

3.1. Casuistica

Os pacientes portadores de Imunodeficiéncia Comum Variavel participantes deste
estudo fazem parte de uma coorte de pacientes acompanhada no ambulatério de
Imunodeficiéncias Priméarias do Servico de Imunologia Clinica e Alergia do HC-
FMUSP.

Os pacientes foram diagnosticados como ICV segundo 0s critérios da
Organizacdo Mundial de Sadde (WHO, 1997); Grupo Panamericano de
Imunodeficiéncias Priméarias (PAGID) e Sociedade Européia de Imunodeficiéncias
(ESID) (Conley et al.,1999).

O critério de inclusdo utilizado para o estudo foi o paciente ter diagndstico
compativel com ICV.

Os critérios de exclusdo utilizados foram: pacientes com doenga maligna em
tratamento e pacientes com infec¢fes no dia da coleta.

Os procedimentos para coleta das amostras seguiram as normas do Comité de
Etica do HC-FMUSP. Todos os pacientes que aceitaram participar do estudo foram
esclarecidos quanto a natureza e a finalidade do trabalho e convidados a assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido (anexos 1 e 2).

Foram incluidos no estudo 70 pacientes com idade entre 18 e 60 anos, sendo 37
mulheres (53%) e 33 homens (47%). Dentre as pacientes do género feminino, a
mediana de idade foi de 32 anos e para os do género masculino, 32,5 anos. A
mediana da idade ao diagndstico foi de 27 e 26 anos, para pacientes mulheres e
homens, respectivamente.

Em relacdo ao tempo de retardo do diagndstico a mediana foi de 8 e 6,5 anos
respectivamente para mulheres e homens (anexo 3).

Também foram utilizadas amostras provenientes de 30 controles saudaveis, 24

mulheres (mediana: 26 anos) e 6 homens (mediana: 24 anos).
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3.2. Métodos

Para a identificacdo das subpopulac@es de linfocitos B foram colhidos 20 mL de
sangue em tubo heparinizado com posterior separacdo de células mononucleares de
sangue periférico e marcacdo de superficie com anticorpos monoclonais.

A coleta foi realizada imediatamente antes da reposicdo mensal de
gamaglobulinas.

3.2.1 Obtencao de Células Mononucleares de Sangue Periférico

A separacdo de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foi realizada
através do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque, no qual as células com maior
densidade depositam-se abaixo do Ficoll-Hypaque e as células com baixa densidade
formam uma camada logo acima deste reagente. As etapas da separacdo seguem

abaixo:

1) A amostra do tubo de coleta foi transferida para um tubo tipo falcon de 50 mL
apos verter o tubo delicadamente;

2) Foi acrescentado o0 mesmo volume de solucéo salina estéril ao tubo de 50 mL.
Logo em seguida esta solucdo foi homogeneizada;

3) Em outro tubo tipo falcon foram adicionados 15 mL da solucdo de Ficoll-
Hypaque;

4) Cada 35 mL da solucdo contendo o sangue e a salina foram delicadamente
dispensados no tubo contendo os 15 mL de Ficoll-Hypaque. Nesta etapa é essencial
adicionar a solucdo lentamente, para que a amostra permaneca por cima do Ficoll e
ndo o perfure;

5) As amostras foram centrifugadas por 40 minutos a 1041 x g — RCF (2.300
rpm), temperatura em torno de 18 — 20 °C;

6) ApoOs a centrifugacdo, foi verificada a formacdo da nuvem de células
mononucleares, localizadas na interface do Ficoll-Hypagque. Com o auxilio de uma
pipeta, as células mononucleares foram coletadas e transferidas para outro tubo tipo
falcon de 50 mL,;
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7) Neste tubo contendo a nuvem coletada, foi acrescentada salina estéril até a
marca de 50 mL;

8) As amostras foram centrifugadas a 17,6 x g - RCF (1.700 rpm) por 10
minutos, em temperatura em torno de 18 — 20 °C;

9) Apbs a centrifugacdo, foi verificada a formacdo do botdo celular. O
sobrenadante foi desprezado e o botdo celular homogeneizado até se desprender do
fundo do tubo falcon;

10) O volume do tubo falcon foi completado com 50 mL de salina novamente e
centrifugado a 17,6 x g - RCF (1.700 rpm), por 10 minutos em temperaturade 18—
20°C;

11) Foi verificada novamente a formacdo do botdo celular, desprezado o
sobrenadante e homogeneizado até o botdo celular se desprender do fundo do tubo
falcon;

12) O volume do tubo foi completado com 10 mL de meio de cultura RPMI,

13) Em um eppendorf foram dispensados 10 uL do corante azul de tripan (0,1%)
e 10 pL da suspenséo de celulas;

14) Foram retirados 10 pL da solucdo de células e corante e transferidos para
camara de Neubauer coberta com uma laminula;

15) A contagem celular foi realizada em microscopio Optico em aumento de
400X. A contagem foi realizada em 2 quadrantes laterais onde foram
desconsideradas as células mortas, as quais apareceram coradas de azul,

16) Calculos: média da contagem de células nos dois quadrantes (somar o valor
dos dois quadrantes e dividir por dois) x valor da diluicdo do corante azul de tripan x
volume ressuspendido em meio RPMI x 10* (valor de correcdo da camara de
neubauer). O resultado totaliza o numero de células existentes no volume de
suspensao celular;

17) A concentragdo celular foi acertada para 1x10° células por poco.
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3.2.2 Imunofenotipagem para Identificacdo das Subpopulagdes de
Linfécitos B

Esta marcacdo nos permite a identificagdo dos seguintes subtipos de LB: LB
naive; LB de zona marginal (MZB); LB de memaria com troca de isotipo (SMB); LB
Transit6rio (Trans); plasmoblastos (Pbl) e LB CD38"°"CD21*" (CD21"").

1) Apos a separagdo de PBMC, foram transferidos 100 pL de células na
concentracéo de 1x10° células por poco em placa de fundo U;

2) A marcagdo para cada paciente e controle foi realizada seguindo o esquema
abaixo:

Poco 1 - (ndo marcado): 100 pL de celulas.

Poco 2 - (marcacao de memoria): 100 pL de células + CD19/ CD27/ IgD.

Poco 3 - (marcacao de ativacéo): 100 pL de células + CD19/CD38/CD21/IgM.

Poco 4 - (FMO IgD): 100 pL de células + CD19/CD27.

Poco 5 - (FMO IgM): 100 pL de células + CD19/ CD38.

Anticorpo  Fluorocromo  Titulacédo

CD19 APC 1/40
CD27 FITC 1/20
IgD PE 1/10
CD21 PE 1/60
CD38 FITC 1/10
IgM PerCP 1/40

Tabela 2: Anticorpos utilizados para marcagéo de superficie celular dos subtipos de LB. APC:
aloficocianina; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; PerCP: peridinin chlorophyll
protein.

3) A placa foi incubada por 30 minutos no escuro;

4) Apo6s a incubacdo, o volume de cada pogo foi completado com 100 uL de
PBS e realizada a lavagem, centrifugando a placa por 10 minutos a 17,6 x g - RCF
(1.700 rpm), temperatura em torno de 18 — 20 °C;

5) O sobrenadante foi desprezado e o volume de cada pogo foi completado com
100 uL de PBS.
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6) O procedimento de lavagem foi realizado novamente, centrifugando a placa a
17,6 x g - RCF (1.700 rpm) por 10 minutos;

7) Novamente o sobrenadante foi desprezado e cada pogo foi ressuspendido com
200 pL de Paraformaldeido a 1% (esta solucdo é utilizada com a finalidade de
manter os anticorpos fixados as células para leitura em citdmetro de fluxo por até 1
semana);

8) A suspensdo de células foi transferida de cada poco para seu respectivo tubo
de citometria;

9) A leitura foi realizada por citometria de fluxo.

Aquisicdo e Analise por Citometria de Fluxo

A aquisicdo das amostras de pacientes e controles foi feita atraves do citdbmetro de
fluxo FACSCANTO e os dados obtidos foram analisados no programa FLOWJO
versdo 8.7.1.

Primeiramente, em cada amostra analisada foi definido em um dotplot para os
parametros de FSC-A (tamanho em area) versus FSC-H (tamanho em altura) a
populacdo de leucocitos que apresenta tamanho e area homogénea, denominada de
singlets.

ApoOs a identificacdo das populacdes celulares homogéneas foi possivel a
identificacdo da populacédo de linfocitos totais. Desta primeira sele¢do, a populacéo
de linfécitos B foi determinada através da expressdao da molécula CD19, sendo
definida em um novo dotplot como CD19". A figura 6 demonstra os dotplots para

singlets, linfocitos totais e linfocitos B.
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Figura 6: Estratégia de analise para caracterizacdo fenotipica dos LB. No primeiro dotplot foi
feito um gate nas populac@es celulares homogéneas. Analisando FSC-A (tamanho em é&rea) e FSC-H
(tamanho em altura) é possivel identificar as células que foram adquiridas uma a uma pela célula de
fluxo do citdmetro. No segundo dotplot foi feito um gate na regido de linfdcitos e no terceiro dotplot,
dentre a populacdo de linfocitos totais foi identificado a populacdo de linfécitos B, definida por serem
CD19".

Primeiramente foram analisados os tubos denominados por FMO (do inglés
“fluorescence minus one”). Para estas marcacfes, foram utilizadas amostras
controles, oriundas de individuos saudaveis, onde, através do emprego de todos os
anticorpos monoclonais menos um, é possivel a identificacdo com precisdao da
populacdo celular de interesse.

Em nosso caso, foram utilizados FMO para os marcadores fenotipicos IgD e IgM
respectivamente, 0s quais permitiram a identificacdo correta das subpopulacdes de
LB naive, LB de zona marginal, LB Transitério e LB plasmoblasto. A figura 7

descreve a estratégia de andlise atraves do FMO.
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Figura 7: Estratégia de analise através do FMO. Apds a identificacdo da populacdo de LB foi feita
a analise dos dotplots dos FMOs para IgD (8a) e IgM (8b), onde as células foram marcadas com
CD19 (APC), CD27 (FITC) e CD38 (FITC), distinguindo assim a linha de corte para IgD e IgM
respectivamente.

Apos a anélise dos FMOs e, portanto, definindo as linhas de corte para IgD e IgM
foram feitas as analises das amostras de pacientes e controles. Na figura 8, é possivel
identificar trés subpopulacGes de linfocitos B. Representado pelo numero 1,
encontra-se a populacdo de LB naive, ou células B imaturas, que sdo definidas por
serem CD19'IgD*CD27"; no nimero 2, encontra-se a populagdo de linfocitos B de
zona marginal ou linfocitos B de memoria sem troca de isotipo, definida por serem
CD19%1gD*CD27"; e por ultimo a populacdo 3, representando os linfocitos B de
memoria com troca de isotipo, sendo caracterizados como CD19°1gD'CD27". A

figura 8 representa uma analise para um controle e um paciente.
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Figura 8: lIdentificacdo das subpopulac@es de linfécitos B. Utilizando os parametros IgD (PE)
versus CD27 (FITC) foi realizada a identificagfo de trés subtipos de LB, enumerados de 1 a 3 no
dotplot: 1= LB naive; 2= LB de zona marginal; 3= LB com troca de isotipo. As analises foram feitas
comparando a frequéncia encontrada para um individuo controle e paciente.

»
>

Na figura 9 é possivel identificar as subpopulacdes de LB Transitério (4) e
plasmoblastos (5). O LB Transitério é definido por ser CD19°CD38"IgM", ja os

plasmoblastos caracterizam-se por serem CD19'CD38'IgM". Os dotplots

representam uma analise de um controle e um paciente.

Controle Paciente

»
>

CD38FITC

Figura 9: Identificacdo das subpopulacbes de LB: Utilizando os pardmetros IgM (PerCP) versus
CD38 (FITC) foi feita a identificacdo de 2 subtipos de LB, enumerados de 4 e 5 no dotplot: 4 = LB
Transitorio; 5 = plasmoblasto. As andlises foram feitas comparando a frequéncia encontrada para um
individuo controle e paciente.

Por Gltimo, foi realizada a identificacdo da populagdo de LB CD21"", definida
por ser CD19*CD21°“CD38"". Os dotplots da figura 10 representam uma analise

de um controle e um paciente.
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Figura 10: Identificacdo da subpopulacdo de LB CD21"°": Utilizando os parametros CD21 (PE)
versus CD38 (FITC) foi identificada a populagio de LB CD21"", enumerada no dotplot como 6. As
analises foram feitas comparando a frequéncia encontrada para um individuo controle e paciente.

3.2.3 Analise das Manifestac6es Clinicas

A analise clinica contemplou algumas das manifestacbes mais comumente
observadas nos pacientes com ICV. Foram consideradas 7 manifestacfes: infeccdes
de repeticdo; esplenomegalia; linfadenopatia; bronquiectasias; granulomatose;
autoimunidade e doencas malignas.

A avaliacdo das infeccBes de repeticdo foi feita através do acompanhamento
clinico, onde foram avaliadas as infeccdes apresentadas pelos pacientes, com
identificacdo do agente causador sempre que possivel.

O diagnostico de esplenomegalia e linfadenopatia foi feito primeiramente atraves
de exame clinico e posteriormente confirmado através de ultrassonografia e/ou
tomografia computadorizada.

Bronquiectasias foram diagnosticadas através de tomografia computadorizada de
torax, ja a confirmacdo do diagndstico de granulomatose, foi obtida atraves de
bidpsia da lesdo sugestiva.

A autoimunidade pode-se apresentar como diferentes doencas, por conta disso,
anualmente € realizado o rastreamento e o diagnostico segundo os critérios das

sociedades especificas. Foi possivel a identificacdo dos seguintes quadros: citopenias
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autoimunes; tireoidites; vitiligo; artrite reumatoide; doenca celiaca; sindrome de
Sjogren; psoriase; alopécia e enteropatias autoimunes.

Pacientes com ICV tendem a apresentar linfomas como principal doenga maligna,
mas apresentam também outros tipos de neoplasias. Nos pacientes que participaram
do estudo, foram observadas as seguintes neoplasias ja tratadas: linfomas e neoplasia

de tiredide, vesicula e célon.

3.24 Concentracao Sérica de Imunoglobulinas

A determinacdo das concentracOes séricas de 1gG, IgA e IgM foi realizada no
mesmo periodo em que foi feita a citometria de fluxo para a identificagdo dos
subtipos de LB.

Os niveis séricos de imunoglobulinas foram determinados por nefelometria e foi

realizado no Laboratério Central do Hospital das Clinicas de Sao Paulo.

3.25 Classificagdes

Com os dados de imunofenotipagem associados aos dados clinicos, foram
realizados 3 modelos classificatorios: Classificacdo de Freiburgo, proposta por
Warnatz et al., (2002), Classificacdo de Paris, proposta por Piqueras et al., (2003) e
Classificacdo EUROclass, proposta por Wehr et al., em 2008, a fim de determinar

qual destes modelos melhor se adapta para a coorte deste estudo.
Classificacdo de Freiburgo
Esta classificacdo analisou duas subpopula¢des distintas de linfocitos B: LB de

memdria com troca de isotipo e LB CD21'". Os pacientes foram divididos em 3

grupos: la, 1b e Il, como descrito acima, na figura 3.
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Classificagdo de Paris

A classificacdo de Paris subdivide os pacientes em 3 grupos de acordo com as
caracteristicas dos LB de memoria total e LB de memoria com troca de isotipo.
Pacientes foram classificados em MBO, MB1 e MB2, como descrito acima, na figura
4,

Classificacdo EUROclass

Esta ultima classificagdo subdivide os pacientes em 7 grupos, segundo as
caracteristicas fenotipicas do LB de memoria com troca de isotipo, LB Transitorio e
LB CD21""(figura 5). Apenas 0s pacientes que apresentaram frequéncia de LB
(CD19%) maior que 1% estdo incluidos nesta classificacao.

No grupo 1 encontram-se os individuos com LB de memoria com troca de isotipo
(CD19°CD27IgD") < 2% e LB Transitdrio (CD19°CD38"IgM") > 9%.

Os pacientes que apresentam frequéncia de LB de memdria com troca de isotipo <
2% e LB Transitorio < 9% séo classificados como grupo 2.

No grupo 3 foram reunidos os pacientes com frequéncia de LB de memdria com
troca de isotipo < 2% e LB CD21"" (CD19*CD38'CD21"") < 10% e no grupo 4, 0s
que apresentaram frequéncia > 10%.

Nos grupos 5 e 6 foram adicionados 0s pacientes que apresentaram frequéncia de
LB de memoéria com troca de isotipo > 2%, diferenciando apenas em relacdo a
frequéncia de LB CD21"". No grupo 5 foram adicionados os pacientes com
frequéncia < 10% e no grupo 6, os que apresentam frequéncia > 10%.

Os pacientes que apresentaram frequéncia de LB (CD19") menor que 1%

compbem o grupo 7.
3.2.6 Analise Estatistica

Os testes estatisticos utilizados foram obtidos através do programa GraphPad

Prism 5.
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Para comparacdo da frequéncia entre pacientes e controles, comparacao entre 0s
grupos de cada classificagdo, assim como as prevaléncias para cada manifestacdo
clinica e niveis séricos de imunoglobulinas em cada grupo foi realizada o teste de
Kruskal-Wallis e a identificacdo de qual grupo apresentou diferenca estatistica
através do teste Dunn’s Multiple Comparison.

Para analise das caracteristicas clinicas foi realizado o teste 2Way ANOVA e para
identificacdo de qual grupo que apresentou diferenca estatistica foi realizado o teste
de Bonferroni.

A comparacdo entre 0s subtipos de LB e as complicagdes clinicas assim como as
concentracOes séricas das imunoglobulinas foi feita através do teste de Mann-
Whitney.

A correlacdo entre a concentracdo sérica de imunoglobulinas e as células de
memoria foi feita através do teste de Spearman. Foram considerados os valores

significantes a partir de P<0,05.
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Resultados

4.1 Imunofenotipagem para ldentificacdo de Linfécitos B

Inicialmente analisamos a frequéncia de LB dos pacientes, sendo definidos pela
expressao da molécula de superficie CD19. A mediana da frequéncia dos pacientes
homens foi de 7,9% de LB totais, (variando de 0,11% a 38%) e controles homens,
10,6% (variando de 8,6% a 15%). Quanto ao género feminino, a mediana da
frequéncia de LB totais foi de 8,8% nas pacientes (variando de 0,5% a 28,1%) e
8,6% nos controles (variando de 3% a 12,6%). N&do observamos diferenca estatistica
na frequéncia de LB tanto em relagdo ao género como quanto aos grupos de

pacientes e controles. A figura 11 demonstra as frequéncias de LB obtidas para cada

grupo.
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Figura 11: Frequéncia de LB totais de individuos controles e pacientes com ICV. Linfécitos B
identificados com base na expressdo da molécula de superficie CD19. Azul - pacientes homens;

Verde - controles homens; Vermelho — pacientes mulheres e Laranja — controle mulheres. As linhas
abaixo do grafico correspondem as medianas da porcentagem e nuimero absoluto obtidos para cada
grupo. Valores estatisticamente significantes foram representados por (*) para P<0,05; (**) para P<
0,01; (***) para P<0,001.

A partir da determinacdo da frequéncia de LB totais, foram avaliados 6
subpopulacBes de LB presentes na corrente sanguinea: LB naive, LB de zona
marginal, LB de memdria com troca de isotipo, LB Transitério, plasmoblasto e LB
CcD21"",
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Quanto aos LB naive, foi verificado que apenas pacientes do sexo feminino
(86,6%) apresentou frequéncia estatisticamente maior que controles do mesmo
género (68%).

A figura 12 mostra a distribuicdo das frequéncias de LB naive encontrada em

pacientes e controles.

180+
hE
a { y
= 100
[
5| 2 2
S . " *eoe® oo
+ L 1) —— * .
2 504 . . .
Q oe -
o
. :
I:I ] ] ] ]
Masculino Feminino
% B4 5% E3% 85 5% E8%
MN° abs. 734 - 102 .

Figura 12: Frequéncia de LB naive de individuos controles e pacientes com ICV. Linfécitos B
naive foram identificados com base na expressdo das moléculas de superficie CD27 e IgD. Os
resultados foram expressos como porcentagem dos LB totais obtidos para cada um dos grupos
avaliados: Azul - pacientes homens; Verde - controles homens; Vermelho — pacientes mulheres e
Laranja — controle mulheres. As linhas abaixo do gréafico correspondem as medianas da porcentagem e
numero absoluto obtidos para cada grupo.. Valores estatisticamente significantes foram representados
por (*) para P<0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P<0,001.

Em relacdo as células de memoria, foi observado que os pacientes apresentaram
uma grande variacdo nas frequéncias tanto de LB de zona marginal quanto LB de
memoria com troca de isotipo quando comparados aos controles.

Quanto a frequéncia de LB de zona marginal, ndo houve diferenca significativa

quando comparado pacientes e controles, como podemos observar na figura 13.
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Figura 13: Frequéncia de LB de zona marginal de individuos controles e pacientes com ICV.
Linfécitos B de zona marginal foram identificados com base na expressao das moléculas de superficie
CD27 e IgD. Os resultados foram expressos como porcentagem dos LB totais obtidos para cada um
dos grupos avaliados: Azul - pacientes homens; Verde - controles homens; Vermelho — pacientes
mulheres e Laranja — controle mulheres. As linhas abaixo do gréafico correspondem as medianas da
porcentagem e nimero absoluto obtidos para cada grupo. Valores estatisticamente significantes foram
representados por (*) para P<0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P<0,001.

Foi observado que no grupo de pacientes, a frequéncia de LB de memdria com
troca de isotipo tanto em homens quanto em mulheres, foi muito menor que a
encontrada em seus respectivos controles. Dos 70 pacientes, 45 (64%) apresentaram
frequéncia de SMB* menor do que 2% e 3 pacientes (4%) apresentaram niveis
indetectaveis.

A mediana da frequéncia de SMB no grupo dos pacientes homens foi de 2%,
enquanto que no grupo de controles homens foi de 18,6%. Quanto as pacientes
mulheres, foi constatada mediana de 0,9% de LB de memdria com troca de isotipo e
em seus controles, de 13,4%. A figura 14 mostra a frequéncia de SMB obtida para

cada grupo.

! SMB: Linfécito B de meméria com troca de isotipo.
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Figura 14: Frequéncia de LB de memoria com troca de isotipo de individuos controles e
pacientes com ICV. Linfécitos B de meméria com troca de isotipo foram identificados com base na
expressao das moléculas de superficie CD27 e IgD. Os resultados foram expressos como porcentagem
dos LB totais obtidos para cada um dos grupos avaliados: Azul - pacientes homens; Verde - controles
homens; Vermelho — pacientes mulheres e Laranja — controle mulheres. As linhas abaixo do gréafico
correspondem as medianas da porcentagem e numero absoluto obtidos para cada grupo. Valores
estatisticamente significantes foram representados por (*) para P<0,05; (**) para P< 0,01; (***) para
P<0,001.

A populacdo de LB Transitorio apresentou as seguintes frequéncias: 4,2% para
pacientes homens e 4,4% para pacientes mulheres. Estes resultados ndo apresentaram
diferenca significante quando comparados ao grupo controle, sendo encontrada
mediana de 5,4% para controles homens e 5,2% para controles mulheres. A figura

15 mostra as frequéncias encontradas.
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Figura 15: Frequéncia de LB Transitorio de individuos controles e pacientes com ICV.
Linfécitos B Transitorios foram identificados com base na expressdo das moléculas de superficie
CD38 e IgM. Os resultados foram expressos como porcentagem dos LB totais obtidos para cada um
dos grupos avaliados: Azul - pacientes homens; Verde - controles homens; Vermelho — pacientes
mulheres e Laranja — controle mulheres. As linhas abaixo do gréafico correspondem as medianas da
porcentagem e nimero absoluto obtidos para cada grupo. Valores estatisticamente significantes foram
representados por (*) para P<0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P<0,001.

Em relacdo a frequéncia de plasmoblastos, foi verificado que os pacientes
apresentaram porcentagens menores em relagdo aos controles, sendo que dos 70
pacientes, 6 (8,57%) apresentaram niveis indetectaveis de Pbl.

Os pacientes homens apresentaram 0,16% de plasmoblastos, ndo sendo
estatisticamente diferente dos controles homens (0,32%). Em relacdo as mulheres, foi
observado que as pacientes apresentaram frequéncia de 0,12% e controles 0,7%,
sendo estes resultados estatisticamente significantes. A figura 16 mostra as

frequéncias de plasmoblastos em cada um dos grupos.
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Figura 16: Frequéncia de plasmoblastos em individuos controles e pacientes. A populacdo de
plasmoblastos foi identificada com base na expressdo das moléculas de superficie CD38 e IgM. Os
resultados foram expressos como porcentagem dos LB totais obtidos para cada um dos grupos
avaliados: Azul - pacientes homens; Verde - controles homens; Vermelho — pacientes mulheres e
Laranja — controle mulheres. As linhas abaixo do gréfico correspondem as medianas da porcentagem e
numero absoluto obtidos para cada grupo. Valores estatisticamente significantes foram representados
por (*) para P<0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P<0,001.

E por Gltimo, em relacdo & frequéncia de LB CD21"°CD38"", foi observado um
aumento de frequéncia nos pacientes quando comparados aos controles do mesmo
género. Porém apenas as pacientes mulheres (11,8%) apresentaram diferenca
estatistica quando comparadas a seus controles (4,9%). A figura 17 mostra as

frequéncias obtidas para os grupos de pacientes e controles.
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Figura 17: Frequéncia de LB CD21"" de individuos controles e pacientes com ICV. Linfécitos B
CD21"" foram identificados com base na auséncia da expressdo das moléculas de superficie CD38 e
CD21. Os resultados foram expressos como porcentagem dos LB totais obtidos para cada um dos
grupos avaliados: Azul - pacientes homens; Verde - controles homens; Vermelho — pacientes
mulheres e Laranja — controle mulheres. As linhas abaixo do grafico correspondem as medianas da
porcentagem e nimero absoluto obtidos para cada grupo. As linhas horizontais dentro que
representam cada grupo correspondem as medianas obtidas. Valores estatisticamente significantes
foram representados por (*) para P<0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P<0,001.

Os resultados individuais para cada uma das subpopulagdes dos 70 pacientes e 30

controles encontram-se nos anexos 4 e 5.

4.2 Concentraces Séricas de Imunoglobulinas

Foi realizada a comparacéo entre os niveis séricos de imunoglobulinas dosados ao
diagndstico e 0s niveis séricos atuais, dosados no més em que foi realizada a
citometria de fluxo.

Quanto as concentracdes sericas de lgG, foi verificado que ao diagndstico, a
média foi de 199,7 mg/dL e atualmente, com a reposicdo de gamaglobulina
endovenosa a média obtida foi de 614,5 mg/dL, sendo este aumento estatisticamente
significante. O mesmo foi observado em relacdo as concentracdes séricas de IgA,
que ao diagnéstico a média foi de 10,2 mg/dL e atualmente estd em torno de 11,8

mg/dL. Estes resultados também foram estatisticamente significantes.
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Em relagdo a concentracdo sérica de IgM foi verificado que a concentracéo sérica
se manteve mesmo apOs a reposicdo de imunoglobulinas, pois na época do
diagnostico a média foi de 15,9 mg/dL e atualmente encontra-se em torno de 15,8
mg/dL. As figuras 18, 19 e 20 mostram as médias das concentracfes séricas para

IgG, IgA e IgM dos pacientes respectivamente nos periodos do diagndstico e atual.
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Figura 18: Concentracédo sérica de 1gG. A concentracdo sérica de 1gG foi dosada ao diagnéstico dos
pacientes e na época do presente estudo. As colunas mostram as médias com desvio padrdo das
dosagens de IgG dos 70 pacientes nos dois periodos. Valores estatisticamente significantes foram
representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.
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Figura 19: Concentracdo sérica de IgA. A concentracdo sérica de IgA foi dosada ao diagndstico dos
pacientes e na época do presente estudo. As colunas mostram as médias com desvio padrdo das
dosagens de IgA dos 70 pacientes nos dois periodos.Valores estatisticamente significantes foram
representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.
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Figura 20: Concentracdo sérica de IgM. A concentragdo sérica de IgM foi dosada ao diagnostico
dos pacientes e na época do presente estudo. As colunas mostram as médias das dosagens de IgM dos
70 pacientes nos dois periodos. Valores estatisticamente significantes foram representados por (*)
para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

4.3 Correlagdo entre LB de Memoria e Concentragbes Séricas de

Imunoglobulinas

Foi realizada a correlacdo entre as concentracdes séricas de IgG, IgA e IgM que
0s pacientes apresentaram ao diagndéstico e as frequéncias atuais de linfécitos B de
zona marginal (MZB) e linfécitos B de memdria com troca de isotipo (SMB). Os
resultados da correlacdo entre IgG e IgA com SMB e IgM com MZB estédo

demonstradas respectivamente nas figuras 21, 22 e 23 abaixo.
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Figura 21: Correlacdo entre LB de memdria com troca de isotipo e concentragdo sérica de 1gG.
As concentragdes séricas de IgG foram obtidas na data do diagndstico dos pacientes. SMB: linfocito B
de memdria com troca de isotipo.
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Figura 22: Correlacdo entre LB de memoria com troca de isotipo e concentracdo sérica de IgA.
As concentracoes séricas de IgA foram obtidas na data do diagnéstico dos pacientes. SMB: linfécito
B de memdria com troca de isotipo.
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Figura 23: Correlagdo entre LB de zona marginal e concentracdo sérica de IgM. As
concentracdes séricas de IgM foram obtidas na data do diagndstico dos pacientes. MZB: linfocito B
de zona marginal.

N&o constatamos correlacdo entre os niveis séricos de 1gG e IgA e a frequéncia de
linfocito B de memdria com troca de isotipo (SMB). Também ndo foi possivel

correlacionar IgM e a freqliéncia de LB de zona marginal (MZB).

4.4 Andlise das Manifestacdes Clinicas

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes foram avaliadas na época
das coletas. Para as analises foram consideradas 7 manifestagdes clinicas: infecgdes
de repeticdo, esplenomegalia, linfadenopatia, granulomatose, bronquiectasias,

autoimunidade e malignidade. Na figura 24 temos a descricdo da prevaléncia de
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cada uma destas manifestacdes nesta coorte e a figura 25 mostra a prevaléncia destas

manifestacdes nos géneros masculino e feminino.
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Figura 24: Manifestacdes clinicas observadas nesta coorte. Foram consideradas 7 manifestagoes
clinicas: infeccbes de repeticdo, esplenomegalia, linfadenopatia, granulomatose, bronquiectasias,
autoimunidade e malignidade. Os resultados foram expressos como porcentagem dos pacientes da
coorte com a manifestacdo avaliada.
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Figura 25: ManifestacBes Clinicas - subdivisdo quanto ao género. Os resultados foram expressos
como porcentagem dos pacientes da coorte com a manifestagdo avaliada: M - pacientes homens; F -
pacientes mulheres.

Néo foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os géneros

em cada uma das manifestac@es clinicas avaliadas.
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4.5 Correlacao entre Manifestacdes Clinicas e Subtipos de LB

Depois das infec¢bes de repeticdo, as manifestacfes clinicas mais prevalentes
nesta coorte foram linfadenopatia, esplenomegalia, autoimunidade e bronquiectasias.
Assim, foi considerado de extrema importancia verificar a associacdo das
complicac@es clinicas com os subtipos de LB, para identificar possiveis marcadores
para estas diferentes manifestacfes. Para tanto, buscamos o subtipo de LB com maior
alteracdo de frequéncia em cada grupo de pacientes com determinada complicagéo
clinica e comparamos com a frequéncia daquele subtipo no grupo de pacientes sem a
determinada manifestagéo.

Desta forma, linfadenopatia foi associada a diminuicdo de plasmoblastos (0,05%
pacientes com linfadenopatia e 0,13% pacientes sem linfadenopatia). Estes resultados
foram estatisticamente significantes. A figura 26 mostra os resultados da correlacéo

entre linfadenopatia e os subtipos de LB.
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Figura 26: Linfadenopatia e subtipos de LB. Os resultados foram expressos como porcentagem de
LB obtidos. A linha horizontal no centro de cada grupo corresponde a mediana obtida. LB Trans =
Linfécito B Transitorio; Pbl = plasmoblasto; Verde = paciente com linfadenopatia; Laranja = paciente
sem linfadenopatia. EUROclass = associacdo feita seguindo a classificagdo EUROclass. Valores
estatisticamente significantes foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para
P< 0,001.

Os pacientes que desenvolveram esplenomegalia, em geral, tiveram um aumento
de LB CD21"" porém as analises comparativas da frequéncia deste subtipo de LB
entre pacientes com e sem esplenomegalia ndo foram estatisticamente significantes.
A figura 27 mostra os resultados da correlacéo entre esplenomegalia e o subtipo de

LB CD21"".
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Figura 27: Esplenomegalia e subtipo de LB CD21"". Os resultados foram expressos como
porcentagem de LB obtidos. A linha horizontal no centro de cada grupo corresponde a mediana
obtida. LB CD21'" = Linfécito B CD21'""; Verde = paciente com esplenomegalia; Laranja =
pacientes sem esplenomegalia. VValores estatisticamente significantes foram representados por (*) para
P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

Os pacientes com autoimunidade tenderam a um aumento dos subtipos de LB
naive e LB CD21"", porém ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
este grupo de pacientes com o grupo sem autoimunidade. A figura 28 mostra os

resultados da correlacéo entre autoimunidade e os subtipos de LB.
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Figura 28: Autoimunidade e subtipos de LB. Os resultados foram expressos como porcentagem de
LB obtidos. A linha horizontal no centro de cada grupo corresponde a mediana obtida. Pbl =
Plasmoblasto; CD21°" = LB CD21'": Verde = paciente com autoimunidade; Laranja = pacientes
sem autoimunidade. EUROclass = associacdo seguindo a classificacgdo EUROclass. Valores
estatisticamente significantes foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para
P< 0,001.

Por fim, os pacientes com bronquiectasias tenderam a apresentar uma reducao do
subtipo MZB?, porém, mais uma vez ao comparar estes pacientes com 0s sem
bronquiectasias nao foi observado diferencas significantes. A figura 29 mostra os

resultados da correlacdo entre bronguiectasias e este subtipo de LB.

2 MZB: LB de zona marginal.
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Figura 29: Bronquiectasias e MZB. Os resultados foram expressos como porcentagem de LB
obtidos. A linha harizontal no centro de cada grupo corresponde a mediana obtida. MZB = Linfdcito
B de zona marginal; Verde = paciente com bronquiectasias; Laranja = pacientes sem bronquiectasias.
Valores estatisticamente significantes foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01;
(***) para P< 0,001.

4.6 Classificacdes

Classificacdo de Freiburgo

Quanto a classificacdo de Freiburgo, foi observado que 7 pacientes (10%) fazem
parte do grupo la (% SMB < 0,4% e % CD21'°“>20%), o grupo de pior prognéstico.
No grupo Ib (% SMB < 0,4% e % CD21'"< 20%), foram classificados 14 pacientes
(19%) e 49 (70%) pacientes foram classificados como grupo 1l (% SMB > 0,4%), o
grupo de pacientes que apresenta frequéncia de linfécito B de memdria com troca de
isotipo normal. A figura 30 mostra a frequéncia de cada um dos grupos de acordo

com a classificacdo de Freiburgo.
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Figura 30: Classificagdo de Freiburgo. la: % SMB < 0,4% e % CD21"°">20%; Ib: % SMB < 0,4% e
% CD21"°"< 20%; I1: % SMB > 0,4%.

Subdividindo os pacientes em homens e mulheres, foi verificado que o grupo la

foi formado em sua grande maioria por pacientes mulheres (71%), ja no grupo Ib, foi
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observado o oposto, sendo 64% dos pacientes deste grupo, homens. Por fim, no
grupo 1l, houve distribuicdo mais homogénea entre homens e mulheres, porém a
analise destes resultados ndo mostrou diferenca estatisticamente significante entre os
genéros para cada um dos grupos. A figura 31 mostra a distribuicdo quanto ao

género de cada um dos grupos da classificagdo de Freiburgo.
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Figura 31: Classificacdo de Freiburgo- subdivisdo quanto ao género. M: pacientes homens; F:
pacientes mulheres. la: % SMB < 0,4% e % CD21'°“>20%:; Ib: % SMB < 0,4% e % CD21'""< 20%);
I: % SMB > 0,4%. Valores estatisticamente significantes foram representados por (*) para P< 0,05;
(**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

Ao analisar a prevaléncia das complicagdes clinicas em cada um dos grupos, foi
verificado que o grupo que apresentou maior frequéncia de infec¢des, linfadenopatia,
bronquiectasias e granulomatose foi o grupo la. Porém foi verificado que o grupo 1b
apresentou maior frequéncia de autoimunidade e o grupo Il de esplenomegalia. Ao
realizar a andlise estatistica da prevaléncia de cada uma das manifestacdes clinicas
nos diferentes grupos da classificacdo de Freiburgo, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre eles.

Quanto aos niveis séricos de imunoglobulinas a época da fenotipagem dos
subtipos de LB, constatamos que o grupo Il apresentou os menores niveis de 1gG,
porém o mesmo ndo foi observado quanto a IgM e IgA. Os menores niveis destas
imunoglobulinas foram encontrados no grupo Ib. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos em relacdo aos niveis séricos das
imunoglobulinas. A tabela abaixo descreve a frequéncia das manifestagdes clinicas e

a média dos niveis séricos das imunoglobulinas em cada grupo.
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la Ib 11
Infeccdes 7 (100%) 12 (85,7%) 48 (94,1%)
Esplenomegalia 3(43%) 6 (42,8%) 27 (53%)
Linfadenopatia 4 (57%) 5 (35,7%) 20 (39,2%)
Autoimunidade 2 (28,6%) 6 (42,8%) 20 (39,2%)
Bronquiectasias 6 (85,7%) 9 (64,3%) 31 (60,8%)
Granulomatose 1(14,3%) 0 (0%) 0 (0%)
1gG 671,33 641,2 602
IgM 22,5 3,52 17,06
IgA 24,12 3,66 10,82

Tabela 3: Classificacdo de Freiburgo — manifestaces clinicas. Correlagdo entre as manifestagGes
clinicas: nimero de infeccdes, esplenomegalia, linfadenopatia, autoimunidade, bronquiectasias e
granulomatose; média dos niveis séricos de imunoglobulinas dosados no periodo que foi realizado a
imunofenotipagem e os grupos da classificagdo de Freiburgo. Ndo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos em relacdo as manifestacbes clinicas e os nives séricos das
imunoglobulinas. la: % SMB < 0,4% e % CD21""">20%; Ib: % SMB < 0,4% e % CD21"%< 20%:; II:
% SMB > 0,4%.

Classificagdo de Paris

Com este modelo de classificacdo observamos que 40 pacientes (57%) foram
classificados no grupo MBO (% CD27°< 11%), 25 pacientes (36%) no grupo MB1 (%
CD27">11% e SMB < 8%) e apenas 5 (7%) no grupo MB2 (n4o s&o nem MBO nem

MB1). A figura 32 descreve as frequéncias de cada um dos grupos.
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Figura 32: Classificacdo de Paris. MBO: % CD27'< 11%; MB1: % CD27">11% e % SMB < 8%;
MB2: individuos que ndo sdo nem MBO nem MB1.

A figura abaixo mostra distribui¢cdo dos pacientes quanto ao género em cada um

dos grupos da classificacdo de Paris.
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Figura 33: Classificacdo de Paris— subdivisdo quanto ao género. M: paciente homem. F: paciente
mulher. MBO: % CD27"< 11%; MB1: % CD27">11% e % SMB < 8%; MB2: individuos que nio so
nem MBO nem MBL1. Valores estatisticamente significantes foram representados por (*) para P< 0,05;
(**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

Foi observada uma maior prevaléncia de pacientes mulheres no grupo MBO
(57,5%) e MB2 (60%). Em relacdo ao grupo MBL1, foi verificado o oposto, sendo
encontrado maior frequéncia de pacientes homens (60%), poréem sem diferenca
estatisticamente significante.

A frequéncia do numero de infeccbes, esplenomegalia, linfadenopatia,
autoimunidade, bronquiectasias e granulomatose também foi analisada em cada um
dos grupos, assim como os niveis séricos de imunoglobulinas, dosados no mesmo

periodo da imunofenotipagem. Os resultados se encontram na tabela abaixo.
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MBO MB1 MB2
Infeccdes 36 (90%) 24 (100%) 5 (100%)
Esplenomegalia 19 (47,5%) 14 (56%) 3 (60%)
Linfadenopatia 15 (37,5%) 11 (44%) 2 (40%)
Autoimunidade 12 (30%) 12 (48%) 4 (80%)
Bronquiectasias 27 (67,5%) 12 (48%) 5 (100%)
Granulomatose 1 (2,5%) 0 (0%) 0 (0%)

19G 664,1 585,3 399,6
IgM 20,98 12,35 11,24
IgA 16,6 9,1 2,42

Tabela 4: Classificacdo de Paris — manifestacGes clinicas. Correlagdo entre as manifestacGes
clinicas: ndmero de infeccBes, esplenomegalia, linfadenopatia, autoimunidade, bronquiectasia e
granulomatose; média dos niveis séricos de imunoglobulinas dosados no periodo que foi realizado a
imunofenotipagem e os grupos da classificacdo de Paris. N&o foram observadas diferencas
significantes entre os grupos em relacdo as manifestacbes clinicas e os nives séricos das
imunoglobulinas. MBO: % CD27°< 11%; MB1: % CD27">11% e % SMB < 8%; MB2: individuos
que ndo sdo nem MBO nem MBL.

Os grupos MB1 e MB2 apresentaram maior frequéncia de infecgdes.
Esplenomegalia, autoimunidade e bronquiectasias foram mais prevalentes no grupo
MB2, especialmente as duas ultimas, ja linfadenopatia foi mais frequente no grupo
MB1. A presenca de granulomatose foi observada em apenas um paciente, que
estava classificado como grupo MBO. A analise estatistica para cada uma das
complicacbes clinicas nos grupos da Classificacdo de Paris revelou ndo haver
diferenca estatisticamente significativa entre eles.

Em relacdo aos niveis séricos de imunoglobulinas, foi observado que o grupo
MB2 apresentou os menores niveis de 1gG, IgM e IgA, porém ndo houve diferenca

estatisticamente significante.
Classificacdo EUROclass
Ao classificarmos esta coorte segundo a classificacdo EUROclass, foi observada

maior homogeneidade na distribuicdo dos grupos, como pode ser observado na

figura 34.
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Figura 34: Classificacdo EUROclass. Os pacientes foram classificados em 8 grupos distintos,
levando-se em consideracdo as frequéncias de LB; LB Transitério; LB de memaéria com troca de
isotipo e LB CD21"". G1: % SMB < 2% e % Trans > 9%; G2: % SMB < 2% e % Trans < 9%; G3: %
SMB < 2% ¢% CD21'""< 10%; G4: % SMB < 2% e % CD21"" > 10%; G5: % SMB> 2% e %
CD21'"< 10%:G6: % SMB> 2% e % CD21'°" > 10%; G7: CD19'< 1% e Sobreposicdo: pacientes
que podem ser classificados nos grupos G2 e G3.

Foi verificado que dentre todos 0s grupos, apenas 0 grupo 3 apresentou baixo
namero de pacientes em relacdo aos outros grupos. Também foi observado que 13%
dos pacientes apresentaram freqtiéncia de LB menor que 1% (grupo 7).

Por fim, alguns pacientes puderam ser classificados tanto no grupo 2 quanto no
grupo 3, sendo denominados de grupo sobreposicdo, em nossa coorte 4 pacientes
(6%)apresentaram esta sobreposicéo.

Ainda dentro de cada grupo, analisamos a distribuicdo quanto ao género, como

pode ser observado na tabela 5 e figura 35.
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Figura 35: Classificacdo EUROclass — subdivisdo quanto género. M: pacientes homens; F:
pacientes mulheres. G1: % SMB < 2% e % Trans > 9%; G2: % SMB < 2% e % Trans < 9%; G3: %
SMB < 2% e % CD21'"< 10%; G4: % SMB < 2% ¢ % CD21"" > 10%; G5: % SMB> 2% e %
CD21'%< 10%; G6: % SMB> 2% e % CD21'" > 10%; G7: CD19'< 1% e Sobreposicdo: pacientes
que podem ser classificados nos grupos G2 e G3. Valores estatisticamente significantes foram
representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

O grupo 3 ¢é formado apenas por um paciente do género masculino. No grupo 7 ha
um predominio de pacientes homens em relacdo as pacientes mulheres, em
contrapartida, os grupos 1 e 4 apresentaram maior prevaléncia de pacientes mulheres.
Os grupos 2 e sobreposicdo apresentaram distribuicdo homogénea quanto ao género.
Porém, a analise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significante entre os
grupos quanto ao parametro género.

Para a analise da prevaléncia das diferentes manifestacfes clinicas em cada um
dos grupos, foram excluidos o grupo sobreposicdo e o grupo 3, este ultimo devido ao
fato de apresentar apenas um paciente. O grupo 7 foi mantido nestas andlises, tendo
em vista a grande quantidade de pacientes com ICV que contemplam este grupo.

Com relacdo as infeccbes de repeticdo, foi observado que apesar de haver
diferencas entre os varios grupos, estas diferencas ndo foram suficientes para
determinar diferenca estatisticamente significante, como pode ser observado na

figura 36.
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Figura 36: EUROclass — Prevaléncia de infecgfes. G1: % SMB < 2% e % Trans > 9% ; G2: %
SMB < 2% e % Trans < 9%; G4: % SMB < 2% e % CD21'" > 10%; G5: % SMB> 2% e % CD21'°"<
10%; G6: % SMB> 2% e % CD21"" > 10%; G7: CD19'< 1%.Valores estatisticamente significantes
foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

Em relacdo a linfadenopatia, foi verificado que o grupo 1 apresentou maior
prevaléncia (60%), seguido do grupo 6 (54,5%). A figura 37 expde a prevaléncia de
linfadenopatia em cada um dos grupos. O Unico caso de granulomatose desta coorte
estava classificado como grupo 1. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre

eles.
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Figura 37: EUROclass — Prevaléncia de linfadenopatia. G1: % SMB < 2% ¢ % Trans > 9%; G2: %
SMB < 2% e % Trans < 9%; G4: % SMB < 2% e % CD21'" > 10%; G5: % SMB> 2% e % CD21'°"<
10%:; G6: % SMB> 2% e % CD21'°" > 10%; G7: CD19"< 1%. Valores estatisticamente significantes
foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.

A presenca de autoimunidade mostrou-se bem variada nos diversos subgrupos da

classificagdo EUROclass, como podemos observar na figura 38, o grupo 6 (64%)

apresentou maior prevaléncia, seguido simultaneamente pelos grupos 2 e 7 (50%). Ja

0s pacientes do grupo 5 ndo apresentaram autoimunidade. Estas diferencas ndo foram

estatisticamente significantes.
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Figura 38: EUROclass — Prevaléncia de autoimunidade. G1: % SMB < 2% e % Trans > 9%; G2:
% SMB < 2% e % Trans < 9%; G4: % SMB < 2% e % CD21'" > 10%; G5: % SMB> 2% e %
CD21'< 10%; G6: % SMB> 2% e % CD21"" > 10%; G7: CD19'< 1%.Valores estatisticamente
significantes foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.
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E por fim, em relagdo a esplenomegalia, o grupo 5 (67%), seguido do grupo 1
(60%) apresentaram as maiores prevaléncias. As bronquiectasias foram mais
frequentes no grupo 7 (75%) seguido pelo grupo 1 (70%). Porém, mais uma vez
a analise estatistica revelou ndo haver diferencas entre os grupos. As figuras 39 e 40
demonstram a prevaléncia de esplenomegalia e bronquiectasias para cada um dos

grupos da EUROclass respectivamente.
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Figura 39: EUROclass — Prevaléncia de esplenomegalia. G1: % SMB < 2% e % Trans > 9%; G2:
% SMB < 2% e % Trans < 9%; G4: % SMB < 2% e % CD21'"" > 10%; G5: % SMB> 2% e %
CD21""< 10%; G6: % SMB> 2% e % CD21"°" > 10%; G7: CD19'< 1%. Valores estatisticamente
significantes foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.
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Figura 40: EUROclass — Prevaléncia de bronquiectasias. G1: % SMB < 2% e % Trans > 9%; G2:
% SMB < 2% e % Trans < 9%; G4: % SMB < 2% e % CD21'" > 10%; G5: % SMB> 2% e %
CD21'%< 10%; G6: % SMB> 2% e % CD21"" > 10%; G7: CD19'< 1%.Valores estatisticamente
significantes foram representados por (*) para P< 0,05; (**) para P< 0,01; (***) para P< 0,001.
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Em relacdo a concentracdo sérica de imunoglobulinas foi verificado que o grupo 7
apresentou as menores concentracbes de IgG e IgM, porém em relacdo a
concentracdo de IgA, o grupo da sobreposicdo entre G2 e G3 apresentou 0s menores
resultados, como pode ser observado na tabela abaixo. A andlise estatistica nao

mostrou diferenca significante.

Grupos 19G IgA IgM
Gl 582 6,66 20,4
G2 787 31,2 19
G3 nao tem nao tem nao tem
G4 546,7 11,5 10
G5 7247 6 22
G6 481 10,3 15,5
G7 417,6 4.6 8
Sobreposi¢do 627 4,4 9

Tabela 5: Classificacdo EUROclass — niveis séricos de imunoglobulinas. Média dos niveis séricos
de imunoglobulinas dosados no periodo que foi realizada a imunofenotipagem e os grupos da
classificacdo EUROclass. Nao foram observadas diferencas significantes entre os grupos em relacéo
0s nives séricos das imunoglobulinas
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Discussao

5.1 Identificacéo de Subtipos de Linfocitos B

Assim como em todos 0os componentes do sistema imune, o equilibrio entre as
subpopulacdes de LB® é importante para que tenhamos uma resposta humoral
efetiva, uma vez que a falha neste balangco ou sua auséncia resulta em
imunodeficiéncias humorais (Abbas, 2007). O estudo dos diferentes subtipos de LB
em pacientes com ICV tem grande importancia, pois, por se tratar de uma doenga
heterogénea, a identificacdo de semelhancas entre os pacientes pode auxiliar e
aprimorar 0 acompanhamento dos mesmos.

Nosso primeiro objetivo foi verificar a distribuicdo dos subtipos de LB nesta
coorte de pacientes brasileiros, e para isso foi avaliada a frequéncia de linfocitos B
totais nos mesmos. Apesar de 9 pacientes (13%) apresentarem menos de 1% de LB,
foi possivel observar que a grande maioria apresentou frequéncia normal quando
comparado aos controles. Este dado é semelhante ao observado por Ahn e
Cunningham-Rundles (2009), onde cerca de 90% dos pacientes com ICV
apresentaram numeros normais de linfocitos B.

Apos esta andlise inicial foi realizada a identificacdo de 6 subtipos de LB: LB
naive, LB de zona marginal (MZB), LB de memoria com troca de isotipo (SMB), LB
Transitério (Trans), plasmoblasto (Pbl) e LB CD21"".

Os valores de referéncia utilizados para as analises neste estudo foram obtidos a
partir do grupo controle, pois estes apresentaram uma faixa de distribuicdo mais
ampla quando comparados a referéncias de outras coortes (Warnatz e Schlesier,
2008; Morbach et al., 2010).

A partir desta analise no grupo controle, foram determinados o0s seguintes
pardmetros: LB naive (25,4% - 85,4%); MZB* (5,19% - 58,8%); SMB>(3,11% -
32,9%); CD21'" (0,96% - 14%); PblI® (0,13% - 6,93%) e Trans’(0,69% - 10,9%),

conforme demonstrado no anexo 6.

% LB: refere-se a linfdcitos B.

* MZB: LB de zona marginal.

®> SMB: LB de memoéria com troca de isotipo.
® Pbl: plasmoblasto.

" Trans: LB transitério.
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Para nossa surpresa, estes valores foram muito diferentes do observado em 2008
por Warnatz e Schlesier. Este estudo alem&o que descreveu as caracteristicas de cada
um destes 6 subtipos de LB propuseram valores de referéncia para cada
subpopulagdo e posteriormente, estes valores foram utilizados em um estudo
multicéntrico europeu. A comparacdo dos nossos resultados aos do trabalho aleméo
mostrou que os subtipos de LB na populacdo brasileira apresentam uma faixa de
distribuicdo maior (anexo 6).

Morbach et al. (2010), estudaram a variacdo das frequéncias dos subtipos de LB
de acordo com diferentes faixas etariase verificaram que a frequéncia de LB naive e
LB Transitorio diminuiam consideravelmente no decorrer dos anos contrastando com
as frequéncias de MZB® e SMB® que aumentavam gradativamente. A frequéncia de
LB CD21"" aumentava com o passar dos anos, estabilizando a partir dos 6 anos.
Diante disso, verificamos se as frequéncias encontradas nos controles eram
compativeis ao relatado para a mesma faixa etaria (Morbach et al., 2010). Mais uma
vez, os valores encontrados nos controles brasileiros também foram bastante
discordantes do verificado por Morbach et al. (2010).

Acreditamos que as diferencas observadas nas frequéncias dos subtipos de LB nos
controles possam ser explicadas pelo fato da populacéo brasileira ser uma populagéo
geneticamente heterogénea, quando comparada a populacdo européia. Assim,
consideramos de extrema importancia a obtencdo de valores de referéncia para cada
populacdo a ser estudada, justificando também os valores de referéncia utilizados
neste estudo.

Em relacdo aos LB naive, estudos em outras coortes demonstraram que pacientes
com ICV apresentam um aumento em sua frequéncia (Lawrence, 2009; Mouilot et
al., 2010; Vlkova et al., 2010). Porém quando subdividimos os pacientes quanto ao
sexo, verificamos que apenas as pacientes mulheres quando comparadas a controles
do mesmo género, apresentaram um aumento estatisticamente significante de LB
naive, sendo estes dados descritos pela primeira vez.

Muramatso et al. (2000) e Brouet et al. (2000) ao analisarem o compartimento de
células B de memoria de pacientes com ICV, verificaram que tanto o MZB quanto

SMB encontravam-se diminuidos nestes pacientes. Wehr et al. (2008) também

®MZB: LB de zona marginal.
°SMB: LB de memdria com troca de isotipo.
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encontrou esta reducdo, sendo que de 303 pacientes, 176 (58%) apresentaram
frequéncia de SMB menor que 2% e 10 (3,3%) apresentaram niveis indetectaveis. Ja
em relagdo ao MZB, Sanchez-Ramon et al. (2008), verificaram um aumento em sua
frequéncia quando comparado a individuos controles.

Nesta coorte verificamos que, apesar de tanto controles homens como mulheres
apresentarem maior frequéncia de MZB que os pacientes, estes resultados ndo foram
estatisticamente significantes. Resultados semelhantes aos nossos foram verificados
por Mouilot et al. (2010).

Ao analisar a frequéncia de SMB, foi observado que dos 70 pacientes, 45 (64%)
apresentaram frequéncia menor que 2% e em 3 pacientes (4%), os niveis deste
subtipo celular foram indetectaveis, resultados estes semelhantes ao observado por
Wehr et al. (2008) e Lawrence (2009), sendo este Ultimo estudo também em
pacientes brasileiros. Estudos recentes tém apontado que pacientes com ICV com
reducdo de SMB apresentam risco de pior progndéstico (Hart et al., 2007; Yong et al.,
2010).

Grimbacher et al. (2003), estudando os LB de memoria, verificaram uma
correlacdo entre SMB e a molécula coestimulatéria ICOS. Esta molécula, presente
nos linfocitos T, atua na ativacdo e diferenciacdo dos LB naive em células de
memoria e plasmacitos, apds o contato com seu ligante presente nos linfocitos B. O
autor verificou ainda que os pacientes com ICV que apresentavam defeitos na
expressdo de ICOS apresentavam consideravel reducdo de SMB, o que nos sugere
que os pacientes desta coorte com SMB menor que 2% poderiam apresentar este
defeito genético. Esta avaliacdo devera ser realizada em um futuro préximo.

Verificamos que os pacientes homens deste estudo tenderam a apresentar maior
frequéncia de SMB que as pacientes mulheres, apesar de ndo haver diferenca
estatistica entre eles.

Contrastando com 0s nossos resultados, Sanchez-Ramoén et al. (2008),
comparando pacientes de géneros diferentes, identificaram que pacientes mulheres
apresentavam maior frequéncia de SMB e que estas diferencas eram independentes
da idade, contrastando coma variacdo da freqiiéncia observada em controles.

Quando comparamos pacientes e controles do mesmo género quanto a frequéncia

de SMB, verificamos que em ambos os géneros, a frequéncia nos pacientes mostrou-
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se muito abaixo da observada em controles, sendo estes resultados estatisticamente
significantes.

Em relagdo aos LB Trans'®, ndo foi possivel observar um aumento da sua
frequéncia em pacientes quando comparados aos controles, independente do género.
Outros estudos demonstraram que pacientes com ICV apresentam uma alta
frequéncia de LB Trans (Wehr et al., 2008) e que em camundongos 0 aumento desta
subpopulacdo esta associado ao defeito genético na molécula BAFF (Thompson et
al., 2001). Os resultados para esta coorte se mostraram divergentes do trabalho
descrito por Wehr et al. (2008), porém corroboram os resultados verificados por
Mouillot et al. (2010).

A frequéncia de plasmoblastos encontrou-se bastante reduzida nesta coorte, sendo
que dos 70 pacientes, 6 (8,57%) apresentaram niveis indetectaveis de Pbl'*. Dados de
literatura confirmam estes nossos achados. Webhr et al. (2008) verificaram tambem a
reducdo na frequéncia de plasmoblasto na coorte estudada, sendo esta observacéo
compartilhada por Mouillot et al. (2010). Este Gltimo autor também observou que
alguns pacientes apresentaram niveis indetectaveis de Pbl.

Ao subdividir os pacientes quanto ao sexo observamos frequéncias menores de
Pbl tanto em pacientes homens quanto mulheres quando comparados aos controles
do mesmo género, porém apenas no género feminino estes resultados apresentaram
diferenca estatisticamente significante, sendo estes dados observados pela primeira
vez na literatura.

Por fim, ao analisar a frequéncia da subpopulagdo de LB CD21"", verificamos
nesta coorte um aumento na frequéncia deste subtipo celular, assim como observado
por Lawrence (2009), porém ao subdividir os grupos quanto ao género verificamos
que apenas nas mulheres este aumento foi estatisticamente significante.

Wehr et al. (2008) e Mouillot et al. (2010) ja haviam constatado este aumento na
frequéncia de LB CD21"" quando comparados pacientes com ICV e controles,
porém nossos resultados mostram que este aumento estd presente apenas em
pacientes mulheres, o que nos chamou a atencdo, pois ainda ndo ha na literatura

dados que apontem para este aumento apenas no género feminino.

©Trans: LB transitorio.
1 ppl: plasmoblasto.
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5.2 Concentraces Séricas de Imunoglobulinas e Correlagdes com LB de

memoria

Uma das caracteristicas principais que ajudam a definir a Imunodeficiéncia
Comum Variavel é a redugdo da concentracdo sérica de IgG e este achado deve estar
associado a reducdo de outra classe de imunoglobulinas, sendo observada em 50%
dos pacientes a redugédo de IgA e em alguns pacientes a reducdo de IgM (Hausser et
al., 1983; Hermaszewski et al., 1993).

A causa desta falha na producdo de imunoglobulinas é provavelmente decorrente
de diversos defeitos na diferenciagdo dos LB e quando o paciente apresenta
concentracdes séricas de 1IgG menores que 200 mg/dL e infec¢Bes recorrentes com
concentracdo sérica de IgG especifica de 200 a 500 mg/dL, faz-se necessario a
reposicdo de imunoglobulinas (Spickett et al., 1990; Berger, 2008).

Conforme esperado, observamos nesta coorte um aumento significante dos niveis
de 1gG apos o inicio da reposicdo de imunoglobulinas por via endovenosa. Apesar
deste produto ndo oferecer quantidades significativas de IgA, e portanto, nédo
fazermos reposicdo de IgA, observamos um aumento discreto mas significante em
relacdo a concentracdo sérica de IgA. Estes resultados confirmam o observado em
trabalhos anteriores (Chapel et al., 2000; Busse et al., 2002; De Gracia et al., 2004;).
Porém em relacdo a IgM, ndo observamos alteracdes. Bayri et al (2011) demonstrou
que a reposicao endovenosa de imunoglobulinas induz a proliferacdo e producao de
imunoglobulinas (especialmente 1gG e IgM) pelos linfécitos B de pacientes com
ICV, considerando a modulacdo da funcdo dos LB mais uma funcdo benéfica deste
tratamento. Procuramos correlacionar a frequéncia de SMB*? e as concentracdes
séricas de 1gG e IgA da época do diagndstico, assim como a frequéncia de MZB** e a
concentracdo sérica de IgM também da época do diagnostico. Ndo houve correlacéo
entre a frequéncia de MZB com o0s niveis séricos de IgM, sendo estes dados
semelhantes a outros trabalhos da literatura (Wehr et al., 2008).

Contudo, o que mais chamou a atencao foi ndo ter sido observada correlacdo entre

a frequéncia de SMB e as concentracbes séricas de 1gG e IgA, pois trabalhos

25MB: LB de memdria com troca de isotipo.
3 MZB: LB de zona marginal.
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anteriores mostraram uma correlacdo entre este subtipo de LB e as concentragdes

destas classes de imunoglobulinas (Wehr et al., 2008; Sanchez-Ramon et al., 2008).

5.3 Anélise das Manifestagdes Clinicas

O aparecimento das complicacbes clinicas associadas a ICV pode surgir em
qualquer faixa etéaria, sendo que algumas complicacbes podem aparecer ja ao
diagndstico da doenca.

Dentre todas as manifestacdes clinicas da ICV, as infeccdes recorrentes séo
consideradas as mais prevalentes, ocorrendo em 98% dos pacientes (Cunningham-
Rundles, 1999; Kokron et al., 2004). Geralmente o trato respiratorio € 0 mais
afetado, ocasionando bronquites, sinusites, otites e pneumonias; mas o
comprometimento do sistema gastrointestinal também € bastante prevalente.

Em relacdo as infecgbes, verificamos que dos 70 pacientes do estudo, 93%
apresentaram esta manifestacdo clinica. Confirmando esta observacdo, em 2010,
Cunningham-Rundles verificou que em sua coorte de 416 pacientes com ICV, 90%
apresentaram infeccbes do sistema respiratorio, entretanto ressaltou que sua
incidéncia poderia variar em diferentes paises.

Outra manifestacdo clinica muito comum em pacientes com ICV sdo as
bronquiectasias. A prevaléncia de bronquiectasias nesta coorte foi de 63%, 0 que nos
chamou a atencéo, pois pode ser explicada pelo grande nimero de infec¢des do trato
respiratorio. Em 2010, Touw et al. em uma revisdo de 26 trabalhos encontrou uma
prevaléncia de bronquiectasias em pacientes com ICV entre 29% a 79%, este dado
mostra que apesar de elevada, a prevaléncia de bronquiectasias nesta coorte esta de
acordo com a relatada na literatura.

Autoimunidade é outra manifestacdo muito comum em pacientes com ICV, sendo
encontrada em 20% a 50% dos pacientes. Dentre todos os tipos de autoimunidade, as
citopenias sdo as mais prevalentes, mas também podemos encontrar vitiligo, artrite
reumatdide, alopécia, tireoidites, sindrome de Sjégren e doenca celiaca (Kokron et
al., 2004; Cunningham-Rundles et al., 2006; Quinti et al., 2007; Lopes-da-Silva e

Rizzo, 2008; Cunningham-Rundles, 2010). Nesta coorte, autoimunidade esteve
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presente em 40% dos pacientes, sendo que além da alta frequéncia das citopenias
autoimunes h& uma grande frequéncia de tireoidites e doenca celiaca.

A presenca de esplenomegalia € comum em pacientes com ICV, podendo ter
diferentes causas. Nesta coorte foi observado que 51% dos pacientes apresentaram
esta manifestacdo clinica. Estes resultados também chamam a atencdo devido a sua
alta prevaléncia, tendo em vista que em 2008, Chapel et al. verificaram que 30% da
coorte de pacientes ICV estudada apresentaram esplenomegalia.

Quanto a linfadenopatia, observamos uma prevaléncia de 40% nos pacientes desta
coorte. Este resultado diverge do observado por Chapel et al., (2008) que em uma
coorte composta por 334 pacientes, constatou prevaléncia de 15% de linfadenopatia.

Estes dados mostram que os pacientes com ICV deste estudo apresentam maior
prevaléncia de uma linfoproliferacdo benigna do que a observada em outras coortes.
Novos estudos serdo necessarios para investigar a causa deste achado, ja que, as
infeccbes de repeticdo, manifestacdo que poderia justificar esta observacdo, tém
prevaléncia similar a de outras coortes.

Existe um risco significante de pacientes com ICV desenvolverem doencas
malignas durante o curso da doenca. Em torno de 15% dos pacientes desenvolvem
algum tipo de cancer, sendo os mais comuns os linfomas ndo Hodgkin e os
carcinomas gastricos (Cunningham-Rundles, 2010). Nesta coorte foi observado que
0s pacientes que participaram do estudo apresentaram prevaléncia de doencas
malignas de 9%, sendo em sua maioria 0s carcinomas gastricos. Este numero
reduzido quando comparado a outras coortes deve-se ao fato de havermos excluido
do estudo os pacientes com neoplasias em tratamento.

A granulomatose € uma manifestacdo observada em torno de 8% a 22% dos
pacientes com ICV, podendo manifestar-se em diferentes 6rgaos, mas principalmente
em pulméo e linfonodos e geralmente é mais comum nos pacientes adultos (Park et
al., 2008). Para nossa surpresa, nesta coorte observamos uma frequéncia bastante
reduzida, em torno de 3%, representando apenas uma paciente do sexo feminino com
granulomatose confirmada por bidpsia. Estes dados sdo interessantes, tendo em vista
que Chapel et al. (2008) verificaram que a frequéncia de granulomatose estava em
torno de 8% em uma coorte de 334 pacientes europeus e em 2010, Cunningham-

Rundles verificaram nos pacientes americanos frequéncias similares.
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N&o observamos diferencas estatisticamente significantes quando subdividirmos
0s pacientes quanto ao género em cada uma das manifestacoes clinicas estudadas.

5.4 Correlacdo entre ManifestacGes Clinicas e Subtipos de LB

Um dos objetivos do presente trabalho foi identificar subtipos de LB que
pudessem estar correlacionados com as complicagdes clinicas mais prevalentes nesta
coorte, a saber: esplenomegalia, linfadenopatia, autoimunidade e bronquiectasias. Os
resultados foram analisados sempre comparando a frequéncia do subtipo de LB entre
0s grupos de pacientes que apresentaram a manifestacdo clinica em questdo com o
grupo de pacientes que ndo desenvolveu.

Observamos que 0s pacientes que desenvolveram esplenomegalia apresentavam

maior frequéncia de LB CD21""

, porém, apesar da tendéncia, ndo constatamos
diferenca significante. Estes resultados nos chamaram a atencéo, tendo em vista que
trabalhos anteriores, como o descrito por Wehr et al (2008) destacaram este subtipo
de LB sendo o marcador mais caracteristico para esplenomegalia nos pacientes com
ICV. Assim, analisando apenas os subtipos de LB, ndo foi possivel identificar um
marcador especifico para esplenomegalia nesta coorte.

Em relacdo a linfadenopatia foi possivel observar que os pacientes apresentaram
uma consideravel reducéo de Pbl**, diferenca esta estatisticamente significativa. Em
2008, Wehr et al. descreveram que o aumento de LB Trans'® era o marcador
caracteristico para linfadenopatia, sendo considerado ideal para identificacdo destes
pacientes. Entretanto, ao analisarmos nesta coorte a correlagédo entre linfadenopatia e
0 aumento de LB Trans ndo observamos diferencas entre os grupos. Por conta destes
resultados consideramos que o melhor marcador para linfadenopatia nesta coorte de
pacientes brasileiros foi a reducdo de plasmoblastos, considerando os resultados
fortemente significantes.

Outro resultado que nos chamou a atencdo foi em rela¢do a autoimunidade, onde
observamos que o0s pacientes que desenvolveram esta manifestacdo clinica

apresentaram um aumento tanto de LB naive quanto de LB CD21"".

4 ppl: plasmoblasto.
15 Trans: LB transitério.
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Em 2008, Wehr et al. descreveram que a reducdo de plasmoblastos estava
associada a manifestagcdes autoimunes em pacientes com ICV. Em 2011, Boileau et
al. também verificaram que o aumento de LB CD21"" estava associado a
manifestagdes autoimunes, ja em relacdo ao aumento de LB naive ndo foi encontrado
nenhum dado na literatura que o associasse a autoimunidade. Porém, a andlise
estatistica ndo comprovou haver diferenca entre os grupos quanto a reducdo de
plasmoblastos, aumento de LB naive e LB CD21"". Portanto, para esta coorte,
avaliando apenas os subtipos de LB, ndo foi possivel identificar um marcador
especifico para autoimunidade.

Por fim, considerando que a prevaléncia de bronquiectasias foi bastante elevada,
procuramos identificar um possivel marcador para associar esta complicacdo clinica
e algum subtipo de LB. Observamos uma reducdo na frequéncia de MZB®® no grupo
de pacientes com bronquiectasias, entretanto, ndo constatamos diferenca
estatisticamente significante. Por conseguinte, avaliando apenas os subtipos de LB

também néo foi possivel identificar um marcador para bronquiectasias.
5.5 Classificacdes

Vaérios esquemas de classificacdo foram desenvolvidos na tentativa de subdividir
0s pacientes com ICV em grupos mais homogéneos, possibilitando a correlacdo com
as manifestacdes clinicas mais prevalentes e possivelmente etiopatogenia.

Neste contexto, optamos por classificar esta coorte segundo os 3 modelos de
classificacdo utilizados atualmente: Classificacdo de Freiburgo, Classificacdo de
Paris e a Classificacdo EUROclass e assim verificar qual destes modelos melhor se
adequaria nesta coorte.

Dentre estes 3 modelos, o primeiro a ser descrito foi a Classificacdo de Freiburgo
(figura 3), onde Warnatz et al. (2002) subdividiram os pacientes em 2 grupos (I e 1)
e posteriormente foi feita uma nova subdivisdo no grupo I (la e Ib).

Dos 70 pacientes estudados neste trabalho, 10% foram classificados no grupo la e
19% no grupo Ib. Porém, a grande maioria foi classificada no grupo Il (71%), nédo

sendo observada diferenca em relagdo ao género para os grupos desta classificacao.

16 MZB: LB de zona marginal.
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Este resultado foi diferente do observado por Cunningham-Rundles et al. (2005), que
verificaram que 62% dos pacientes foram classificados no grupo | e 38% no grupo I,
sendo que para ambos 0s grupos, havia uma maior frequéncia de pacientes mulheres.

Com relacdo a prevaléncia dos diferentes parametros clinicos nos grupos da
classificagdo de Freiburgo verificamos que os pacientes classificados no grupo la
apresentaram maior frequéncia de infeccdes, linfadenopatia, bronquiectasias e
granulomatose. O grupo Ib apresentou maior frequéncia de autoimunidade e no
grupo |1, esplenomegalia foi mais prevalente. Porém a analise estatistica ndo apontou
diferencas significantes entre os grupos para cada uma das manifestacdes clinicas
avaliadas.

Estes resultados diferem do que ja foi descrito, pois Brouet et al. (2000) verificou
que pacientes do grupo | apresentavam mais esplenomegalia que os do grupo II.
Warnatz et al. (2002) constataram que os pacientes do grupo la seguidos pelo grupo
Ib, apresentavam maior frequéncia de esplenomegalia. Este trabalho também
identificou que autoimunidade foi mais prevalente no grupo I.

Em 2005, Cunnigham-Rundles et al. constataram que o grupo | tambem
apresentava maior frequéncia de granulomatose. Ja quanto ao nimero de infeccdes,
eles observaram maior prevaléncia no grupo II.

De uma maneira geral, a classificacdo de Freiburgo ndo se mostrou adequada para
esta coorte, pois além de a grande maioria dos pacientes terem sido reunidos em
apenas um grupo (grupo 1), ndo foi possivel a associacdo entre as complicacdes
clinicas e os grupos deste modelo de classificacdo. Estes resultados sdo semelhantes
aos de Collanieri (2010), também em coorte de pacientes brasileiros, que observou
que alguns pacientes ndo se adequavam em algumas condicdes sugeridas pela
Classificacdo de Freiburgo.

Assim sendo foi realizada a classificacdo dos pacientes segundo o0s critérios da
classificacdo de Paris (figura 4), na qual Piqueras et al. (2003) analisaram a
frequéncia de LB de memdria (CD19°CD27") e dentre as células B de memodria, a
frequéncia das que ja tinham sofrido troca de isotipo.

Nesta coorte foi observado uma baixa frequéncia de pacientes que ndo se
encaixavam em nenhum grupo (MB2), em torno de 7%. A grande maioria foi

classificada no grupo MBO (57%), este grupo é sugerido como o de pior progndstico,
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pois estes pacientes apresentam frequéncia de LB de memoria total menor que 11%,
e por fim, 36% dos pacientes foram classificados no grupo MB1.

Estes resultados foram semelhantes ao observado por Piqueras et al. (2003) que
analisando uma coorte de 57 pacientes observou que 47% foram classificados no
grupo MBO, 33% no grupo MBL1 e 19% que ndo se encaixavam em nenhum grupo,
sendo classificados como grupo MB2. Em 2009, Lawrence também descreveu
resultados semelhantes, sendo observado que 48% dos pacientes foram classificados
no grupo MBO, 43% em MBL1 e apenas 9% no grupo MB2.

Ao subdividir cada um dos grupos quanto a variavel género, observamos que 0s
grupos MBO e MB2 séo compostos em sua maioria por pacientes mulheres (57,5% e
60% respectivamente), ja o grupo MB1 € composto principalmente por homens
(60%). Estes resultados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes.

Apos a classificacdo fenotipica, foi realizada a identificacdo da prevaléncia das
principais manifestacBes clinicas em cada um dos 3 grupos. O grupo MBO
apresentou maior frequéncia apenas de granulomatose, pois o Unico paciente com
esta manifestacdo clinica desta coorte estava neste grupo. No grupo MBL1
verificamos maior prevaléncia de linfadenopatia e quanto a infecgdes, tanto o0s
grupos MB1 quanto MB2 apresentaram maiores prevaléncias, ja as manifestacoes de
esplenomegalia, autoimunidade e bronquiectasias foram mais prevalentes apenas no
grupo MB2. Porém, mais uma vez, ndo constatamos diferenca significante.

Estes resultados foram muito discordantes do descrito no artigo que prop6s esta
classificagdo, onde foi possivel verificar que esplenomegalia e linfadenopatia eram
mais prevalentes no grupo MBO (Piqueras et al., 2003).

Considerando estes resultados, a classificacdo de Paris também ndo se mostrou
adequada para esta coorte.

Por fim, classificamos esta coorte segundo os critérios da EUROclass (figura 5).
Esta classificacdo surgiu na tentativa de unificar as outras classificacbes descritas
anteriormente.

A classificacdo EUROclass subdivide os pacientes em 7 grupos, de acordo com as
caracteristicas dos LB totais, LB de memodria com troca de isotipo (smb), LB

Transitério (Tr) e LB CD21""(21"). Para fins mais didaticos renomeamos cada
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grupo com uma seqiiéncia numérica: smbTr™: G1; smbTr"™™: G2; smb21"™: G3;
smb21"°: G4; smb*21""™: G5; smb*21"°: G6 e B G7.

Em 2008, Wehr et al. verificaram que alguns pacientes poderiam ser classificados
nos grupos G2 e G3 respectivamente, estes pacientes foram reunidos no grupo
denominado como sobreposicao e excluidos das andlises posteriores. Também foram
excluidos os pacientes do grupo 7 (G7), por apresentarem frequéncia menor que 1%
de LB, pois além das andlises se tornarem dificeis, esta condi¢do poderia sugerir um
diagndstico dubio a ICV.

A pesquisa da proteina Btk foi realizada nos pacientes do grupo 7 e afastou o
diagnostico de Agamaglobulinemia ligada ao X, pois todos apresentaram expressao
de Btk em mondcitos.

Para a andlise de cada uma das principais manifestacdes clinicas nos 7 grupos
formados, foram excluidos os grupos G3, devido ao fato deste ser composto por
apenas um paciente e 0s pacientes que apresentaram sobreposicdo entre os grupos G2
e G3.

Os resultados revelaram que nesta coorte, 16% dos pacientes foram classificados
no grupo 1 (G1)*" e 14% foram classificados no grupo 2 (G2)™. Os pacientes do G1
apresentaram uma maior tendéncia a desenvolver linfadenopatia, sendo que 60%
apresentaram esta manifestacao clinica. O mesmo ndo foi observado para G2, onde
apenas 10% dos pacientes apresentaram linfadenopatia. Entretanto, ndo constatamos
diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a linfadenopatia.

Estes resultados contrastam com o observado por Wehr et al. (2008), que
constatou que o0s pacientes com linfadenopatia apresentam aumento de LB
Transitorio, sendo caracteristico do G1.

Ao analisarmos o grupo G3 foi verificado que o paciente classificado
(correspondendo a 1,4% do total), ao longo do curso da doenca, apresentou episodios
de infecgdes recorrentes do trato respiratério, bronquiectasias, linfadenopatia e

doenca celiaca como manifestacdo de autoimunidade. Em relacio ao grupo 4 (G4)%,

G1: % SMB< 2% e % Trans > 9%.
18 G2: % SMB< 2% e % Trans < 9%.
% G3: % SMB< 2% e % CD21'"°"< 10%.
2 G4: % SMB< 2% € % CD21"°% > 10%.
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22% dos pacientes foram classificados neste grupo, sem associacdo com as
manifestagdes clinicas.

Wehr et al. (2008) verificou que esplenomegalia foi associada a varios distdrbios
dos LB, mas principalmente ao aumento na frequéncia de LB CD21'". Considerando
isto, verificamos se nesta coorte, 0s pacientes do G4 apresentaram maior frequéncia
de esplenomegalia. Para nossa surpresa, 0 grupo 5 (G5)*, que apresenta niveis
normais de LB CD21'" foi o que apresentou maior freqiiéncia, pois dos pacientes
classificados neste grupo, 67% apresentaram esplenomegalia. Ainda assim, nao
observamos diferenga estatistica entre 0s grupos.

Os pacientes classificados no grupo 6 (G6)** apresentaram uma tendéncia maior
de desenvolver doencas autoimunes, tendo em vista que esta manifestacdo clinica
estd presente em 64% deste grupo, porém mais uma vez a analise estatistica revelou
ndo haver diferencas entre 0s grupos.

Nesta coorte, 13% dos pacientes foram classificados no grupo 7 (G7)%.
Clinicamente, o0s pacientes deste grupo apresentam uma tendéncia maior de
desenvolverem bronquiectasias (75%), entretanto, ndo foi possivel observar
diferenca estatistica.

Observamos nesta coorte, que com o modelo de classificacdo EUROclass
obtivemos grupos mais homogéneos, exceto para 0 grupo 3, porém para nossa
surpresa este modelo de classificagdo também ndo conseguiu correlacionar 0s grupos

formados com as manifestacGes clinicas mais prevalentes desta coorte.

Os achados aqui apresentados demonstram que os pacientes com ICV apresentam
grande variacdo na distribuicdo dos subtipos de linfocitos B, sendo que algumas
destas divergéncias estdo relacionadas ao género. Alguns achados, mais

especificamente, aumento na frequéncia de LB naive e LB CD21'""

e reducdo de
plasmoblastos no género feminino ndo foram descritos anteriormente.
Também foi possivel observar que esta coorte apresenta alteracdes no perfil

clinico e que por conta destas peculiaridades na distribuicdo dos subtipos de

2L 55: % SMB > 2% e % CD21"°"< 10%.
22 G6: % SMB > 2% e % CD21'°" > 10%.
B G7: % CD19'< 1%.
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linfocitos B e prevaléncia das complicagdes clinicas, nenhuma das classificacGes
utilizadas neste trabalho se mostrou apta para a classificacdo desta coorte.

Este trabalho ainda aponta a necessidade da inclusdo de novos parametros
imunolégicos para que seja formulada uma classificacdo que contemple pacientes

brasileiros.



6. CONCLUSOES




Conclusoes

1- Observamos um grande distdrbio na distribuicdo dos subtipos de Linfécitos B
nesta coorte de pacientes com ICV, principalmente quanto as células de memoria e
plasmoblastos, e algumas destas alteracfes estdo relacionadas ao género feminino
(LB naive, plasmoblasto e CD21'"").

2- Nesta coorte ndo ha correlacdo entre LB de memaria com troca de isotipo (SMB)
e as concentragOes séricas de 1gG e IgA, assim como entre LB de zona marginal e

concentragdes séricas de IgM.

3- O perfil das complicagbes clinicas: bronquiectasias, linfadenopatia,
esplenomegalia, autoimunidade e malignidade, apresentou divergéncias na

comparagéo com outras coortes.

4- Nesta coorte, a associacdo de manifestacfes clinicas e subtipos de linfécitos B

revelou apenas a correlacao entre linfadenopatia e a redugdo de plasmoblastos.

5- Concluimos que as classificacbes de Freiburgo, Paris e EUROclass ndo foram
adequadas para esta coorte de pacientes brasileiros, sendo necessaria a inclusdo de
outros parametros imunologicos para a formulacdo de uma nova classificacdo que

contemple pacientes brasileiros.
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ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugbes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL
1.NOME DO PACIENTE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ....ooiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeieeeeeee SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ [ l......
ENDEREGCO ... NO v, APTO: ...

BAIRRO ... CIDADE ..o

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : Avaliagdo da resposta

celular a imunizacao anti-infecciosa de pacientes com Imunodeficiéncia

Comum Variavel.
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1. PESQUISADOR: Cristina Maria Kokron

2. CARGO/FUNGAO: Médica Assitente HC-FMUSP INSCRICAO CONSELHO
REGIONAL N: CRM 49888

3. UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Alergia e Imunopatologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEMRISCO O RISCO MINIMO X RISCO
MEDIOO
RISCO BAIXO O RISCO
MAIOR O
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou
tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 1 ano
Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa:

O senhor (a) tem uma doenca na qual ndo existe producdo de algumas
substancias que normalmente protegem as pessoas das infec¢des. Estas
substancias sdo chamadas anticorpos ou imunoglobulinas. No caso da sua
doenca, a Imunodeficiéncia Comum Variavel, o seu organismo, por um motivo
gue nds ainda desconhecemos, deixou de produzir estas imunoglobulinas. Por
causa disto, o senhor (a) comecou a apresentar varias infec¢des, e, para
proteger-se destas infec¢Bes € necessario repor estes anticorpos, que fazemos
administrando imunoglobulinas, por via venosa, uma vez por més. Este
tratamento é feito gratuitamente no Hospital das Clinicas. Mas para estudarmos
melhor a causa desta doenca e eventualmente descobrirmos um tratamento
mais especifico e eficiente, gostariamos de avaliar a sua capacidade de
responder a vacinas. Para esta avaliacdo serdo necessarias coletas de 3
amostras de sangue, uma antes, a segunda de 1 a 2 meses apoés e a terceira,
1 ano apos a vacinagao para realizarmos algumas andlises cientificas. A vacina
gue o senhor (a) vai receber ndo apresenta nenhum risco. Em consequéncia da
sua doenga, ndo sabemos se as vacinas conseguirdo protegé-lo das infec¢des
e é exatamente isto que gueremos estudar.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a
identificacdo dos procedimentos que séo experimentais (explicitar):
Colheremos 30 ml de sangue (3 colheres de sopa) por duas vezes, uma antes
e uma um més apds a vacinagdo, e faremos a pesquisa da resposta
imunolégica apds contato com a vacina.

Desconfortos e riscos esperados:
Apenas aqueles relacionados a pungdo venosa e a vacinagao.

3. Beneficios que poderéo ser obtidos: (explicitar):

Entendendo melhor a doenga, podemos tentar encontrar um tratamento mais
eficiente.

4. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:
ndo ha
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1) Seréo dadas, a qualquer tempo, informacdes sobre os testes de
laboratério, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para
esclarecer qualquer duvida.

O Senhor(a) sera informado (a) durante toda a duracéo da pesquisa e ira receber

todas as informacdes por escrito onde constem os riscos e beneficios para que

nao figue nenhuma divida quanto a sua participacéo nela.

2) O paciente poderdretirar seu consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem que isto lhe traga qualquer prejuizo.

O senhor(a) podera sair do estudo a qualquer momento que quiser sem que isto

acarrete qualquer prejuizo em seu atendimento de rotina no ambulatério.

3) Havera confidencialidade, sigilo e privacidade sobre as informacdes e
resultados de exame.

Seus dados pessoais e resultados de exames serdo guardados de forma sigilosa,

deixando a sua privacidade assegurada.

4) Havera assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, devidos a
pesquisa.

Esta garantida assisténcia médica no Servico de Imunologia e Complexo Hospital

das Clinicas, caso ocorram problemas de saude decorrentes da pesquisa.

5) Possibilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

Como o risco de ocorrer algum dano decorrente desde estudo € minimo, ndo esta

prevista indenizacao.

V. INFORMAQOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Dr(a) Cristina Maria Kokron 3069-5914; 3069-6225; 3069-6098; 9981-3852

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Il - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apGs convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 2011
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assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal
(carimbo ou nome Legivel)

assinatura do pesquisador
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ANEXO 2: Aprovacdo da CAPPesq referente a mudanca de titulo.

FAX : 14 MAR 2611 12:85 Paa.

Fr HOSPITAL DAS CLINICAS

i D& FACULDADE DE MEDICINA
k» DA UNIVERSIDADE OF SAQ PAULE
CIENCIA

O Coordenador da Comissdio de Efica para Andise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicing da Univessidade de $&o Paulo, em 01.03.11,
TOMOU CIENCIA do{s) documento(s) abaixo mencionado(s) referente ac
Frotocolo de Pesquisa n° 0460/06, intilulado: “AVALIACAD DA RESPOSTA
CELULAR A IMUNIZACAO ANT-INFECCIOSA DE PACIENTES COM
IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL, apresentado pelo Departamento
de CLINICA MEDICA.

- M.1.02/11-Imunclogia - datade de 20.01.11 = Comunicado que ¢ sub-
projete de dissertacdo de mestrade da aluna Maira Pedreschi que tem
como orientadera o Pra. Cristina Marla Kakron peassou d ter o segulnte
titulo “CLASSIFICACAQ DE PACIENTES COM IMUNQSEFKEENC!A COMUM
VARIAVEL BASEANDO-SE NA FENOTIPAGEM DE LINFOCITOS B”

- 2G-lmunologla 57/10 datade de 21.14.10 - Comunicado que o sub-
projeto intitulado “AVALIACAO DO PERFIL DE LINFOCITOS T DE MEMORIA £
A RESPOSTA CLINICA DOS PACIENTES PORTADORES DE ICV SUBMETIDOS A
VACINACAO COM ANTIGENOS PROTEICOS E POLISSACARIDICOS” seid
dissertacde de mesirado da Dro. Ana Karoling Barrele de Olivelra tendo
coma orentadora a Dra. Cristing Maria Kokron,

CAPPe&sq, 01 de margo de 2011

L Gk
FROF, DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

Coordenador da Comisséo Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissac de Etica para Andlize de Projetos de Pesquisa do HCFMUSF da Diratoria Clinica do Hospital das
Cliricas da Faculdade de Medicing da Universidade de S3o Paulo Rua Ovidic Pires de Campos, 225, 5°
andar - GEP 05403 010 - 340 Paulp — SP Fona: 011 3060 8442 Fax: 011 3080 6452
e-mail: cappesa@henet.usp.br
mate
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ANEXO 3: Dados Epidemiolégicos de 70 pacientes da coorte de pacientes com
Imunodeficiéncia Comum Variavel do ambulatério de Imunodeficiéncias Primarias
do Servico de Imunologia Clinica e Alergia do HC-FMUSP.

Caracteristicas Homens Mulheres
Pacientes (N) 33 37

Idade (mediana) 32,5 anos 32 anos
Idade do Diagndstico (mediana) 26 anos 27 anos

Retardo do Diagndstico (mediana) 6,5 anos 8 anos
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ANEXO 4: Frequéncia dos Subtipos de Linfocitos B nesta coorte de pacientes com

Imunodeficiéncia Comum Variavel.

LB Naive MZB SMB CD21"v Pbl Trans
CD19* CD19'CD271gD* CD19°CD27'lgD* CD19°CD271gD’ CD19°CD38'CD21° CD19°CD38°IgM"  CD19°CD38*IgM*

Pacientes % % % % % % %

ICV1001 137 63 233 3,97 15 0,08 9,88
ICV0902 0,87 54,6 14,4 15,5 1,71 14 0,37
ICV1003 38 89,2 8,73 0,36 2,49 0,078 4,29
ICV1004 17,1 88 3,18 0,48 14,8 0,34 1,15
ICV1005 6,43 89,5 8,87 0,16 14 0,57 8,18
ICV0906 104 96,5 2,17 0,12 5,42 0 428
ICV1007 6,78 90 8,37 0,23 21,1 1,1 12,2
ICV0908 7,09 87,1 3,09 0,51 224 0,1 2,96
ICV0909 28,1 724 275 0,015 62,3 0,047 3,7

ICV1010 27,8 38,8 56,1 2,99 80,3 0,13 0,71
ICV1011 147 93,2 411 0,56 1,87 0,06 3,53
ICV0912 7,22 93,9 2,62 0,19 421 0,07 3,33
ICV1013 5,56 82,2 12 1,95 223 0,25 5,34
ICV1014 011 89,4 1,77 0,88 228 12,2 8,13
ICV0915 5,66 77.1 17,1 1,94 39,5 0,24 3,77
ICV1016 17,1 83,3 13,6 1,43 3,46 0,08 4,49
ICV1017 163 96,3 1,53 0,19 421 0,06 3,68
ICV1018 10,2 76,3 18,2 2,34 20,3 0,05 3,23
ICV1019 0,6 94,3 5,27 0 3,85 0,4 40,3
ICV1020 9,1 85,4 13,6 0,29 9,12 0,17 1,17
ICV1021 0,86 94,00 1,45 0,73 1,72 0,00 53,60
ICV0922 7,67 92,9 2,11 0,09 62,2 1,35 4,82
ICV1023 8,46 69,2 15,1 8,59 31,8 0,23 54

ICV1024 3,56 97,50 1,36 0,09 8,33 0,00 14,40
ICV0925 8,67 7,56 87,2 3,52 1,75 0,15 8,21
ICV1026 048 92,4 2,87 0,69 7,65 0,11 276
ICV0927 104 94,90 3,23 0,36 1,14 0,03 6,21
ICV0928 0,82 61,60 24,30 6,02 11,90 1,28 4,90
ICV0929 15 83,7 1,61 0,7 57,8 0,14 5,19
ICV1030 3,56 92,5 3,4 0,93 12,2 0,17 5,01
ICV0931 1,11 97,70 1,29 0,00 33,00 0,00 22,40
ICV0932 208 14,9 1,52 0,94 16,3 0,03 0,01
ICV0933 249 94,2 0,9 1,01 27,2 0,02 0,61
ICV0934 10,1 30,3 65,5 3,86 18,7 0,19 4,25
ICV1035 0,8 30,9 42,6 22,4 49 3,19 431
ICV1036 109 89,5 1,4 2,85 3,18 0,13 2,68
ICV0937 9,31 86,2 6,88 2,44 11,5 0,82 2,2

ICV0938 3,66 93,20 2,86 0,66 13,00 0,13 5,00
ICV0939 3,29 71,3 273 0,93 9,6 0,057 313
ICV1040 203 93 0,9 3,11 46 0,13 1,56
ICV0941 124 97,1 1,24 0,4 2,38 2,67 779
ICV1042 0,78 733 14,7 6,67 21,1 1,51 55,4
ICV1043 9,11 95 0,76 4,33 7,68 11,7 0,22
ICV0944 2,86 23,1 75,1 1,58 14 0,17 12,9
ICV1045 4,95 85,5 3,82 6,08 7,23 4,87 0,62
ICV0946 6,28 98,8 0,36 0,03 4,61 0,1 20,8
ICV0947 9,54 81,7 17,6 0,01 50,1 0,32 26,3
ICV0948 3,93 735 7,25 6,19 20 0,08 3

ICV1049 10,1 79,4 6,35 10,7 239 0,15 10,2
ICV0950 3,27 89,8 6,06 0,4 8,81 0,13 8,94
ICV0951 9,05 83,00 9,00 3,00 6,00 0,04 2,71
ICV1052 14,3 85,2 5,81 2,64 9,56 0,33 2,83
ICV0953 12,90 95,10 1,79 0,47 4,00 0,00 1,91
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LB Naive MZzZB SMB CcD21"" Pbl Trans

CD19* CD1*CD271gD* CD19'CD27°'IgD* CD19°CD271gD" CD19'CD38CD21° CD19'CD38"'gM~ CD19'CD38'IgM*
Pacientes % % % % % % %
ICV1054 13,4 84,7 2,01 1,34 154 0,96 3,51
ICV0955 12 89,5 5,61 0,92 215 0,02 3,89
ICV0956 0,88 96,4 0,82 0,12 48,9 0,13 24,4
ICV0957 358 73,5 15,9 1,96 32,4 0,78 30,6
ICV0958 208 93,5 1,71 0,72 2,81 17,3 0,02
ICV1059 8,03 75,5 23,4 0,6 2,12 0,06 5,86
ICV0960 153 78,3 9,25 7,05 5,37 0,08 3,87
ICV1061 11,7 87,5 7,56 1,93 2,8 0,04 8,83
ICV1062 49 93,5 2,62 0,39 1,18 0,32 3,65
ICV0963 4,94 57 39 1,27 155 0,02 3,95
ICV0964 516 49,00 42,30 5,15 9,95 0,60 0,55
ICV1065 2,94 61 32,1 4,32 34,4 0,4 3,94
ICV1066 4,21 83,9 13 0,43 13,1 0,25 11,3
ICV0967 810 48,00 28,00 15,40 18,30 0,09 0,34
ICV1068  17.1 97 0,76 0,13 18 0,04 2,14
ICV1069 085 74,9 15,9 4.4 235 2,73 6,73
ICV0970 11,2 76,7 18,3 2,7 22,4 0 1,5

Frequéncias individuais para cada um dos 6 subtipos de LB avaliados no grupo dos pacientes com

ICV.

MZB: LB de zona marginal.

SMB: LB de meméria com troca de isotipo.
CD21'"": LB CD21"".

Pbl: plasmoblasto.

Trans: LB Transitorio.
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ANEXO 5: Frequéncia dos Subtipos de Linfocitos B em individuos controles.

LB Naive MZB SMB cD21"" Pbl Trans

CD19* CD1*CD271gD* CD19*CD27°IgD* CD19°CD271gD" CD19*CD38CD21° CD19*CD38''gM~  CD19*CD38*IgM*
Controles % % % % % % %
CTR0901 76 64,1 20,5 10,8 3,41 0,33 1,95
CTR0902 101 83,1 5,96 7,98 1,14 0,26 0,85
CTR0903 9,98 81,9 6,79 8,83 1,77 0,43 2,51
CTR0904 6,44 85,4 10,2 3,11 5,07 0,77 0,69
CTR0905 8,35 66,2 8,78 18,6 3,97 0,77 5,46
CTR0906 6,55 59,2 9,32 25,3 6,68 2,31 8,38
CTR0907 7,29 57,1 7,06 32,9 4,68 3,15 5,38
CTR0908 5,27 72,1 8,5 13,4 4,67 6,93 6,72
CTR0909 10,1 25,4 58,8 14,2 5,05 0,69 7,42
CTR0910 101 31,5 51,9 15,9 421 1,2 10,9
CTR0911 611 69,9 15,3 12,2 0,96 0,68 5,17
CTR0912 667 71,2 16,4 9,56 14 0,48 7,42
CTR0913 8,93 66,6 10,4 14,5 3,51 0,39 5
CTR1014 7,01 57,1 16,8 18,4 6,78 2,3 5,17
CTR1015 66 63,1 12,3 13,4 8,24 1,2 6,36
CTR1016 2,99 58,7 13,4 20,5 12,6 3,29 3,14
CTR1017 8,03 68,3 5,41 153 5,32 21 3,59
CTR1018 9,55 76,6 5,19 8,86 2,48 0,27 5,36
CTR1019 962 79,9 6,52 7,54 2,41 0,19 3,36
CTR1020 10,3 78,6 5,59 8,05 3,28 0,21 3,02
CTR1021 9,49 79,1 8,03 7,81 5,06 0,13 3,98
CTR1022 12,6 67,4 11,6 11,3 7,18 0,227 7,43
CTR1023 119 67,7 8,49 18,2 11,6 1,62 5,3
CTR1024 11,7 68,1 7,44 16,1 7,38 0,41 2,83
CTR1025 10,5 66,2 6,99 19 7,25 0,618 4,68
CTR1026 104 66,2 16,9 6,49 7,74 0,19 4,37
CTR1027 15 74,3 6,56 14,7 1,27 0,27 6,46
CTR1028 8,64 432 33,9 19,4 3,99 0,8 5,33
CTR1029 15 70,8 6,17 18,2 1,52 0,23 6,66
CTR1030 10,7 41 32,7 24,1 4,72 0,37 3,51

Frequéncias individuais para cada um dos 6 subtipos de LB avaliados no grupo dos pacientes com

ICV.

MZB: LB de zona marginal.

SMB: LB de memoria com troca de isotipo.
CD21"": LB CD21"".

Pbl: plasmaoblasto.

Trans: LB Transitorio.
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ANEXO 6: Comparagéo entre os valores de referéncia encontrados nesta coorte e a

coorte européia.

Valores de Referéncia (%)
Subtipo Fenotipo Warnatz et al., (2008)* | Nossos Resultados®

LB naive CD19'IgD*CD27 42,6% - 82,3% 25,4% - 85,4%
LB de zona marginal CD19'IgD*CD27* 7,4% - 32,5% 5,19% - 58,8%
LB de memdria com troca de isotipo CD19%IgD CD27 6,5% - 29,1% 3,11% - 32,9%
LB Transitorio CD19'IgM*CD38" 0,6% - 3,4% 0,69%"- 10,9%
Plasmoblasto CD19'IgM'CD38" 0,4% - 3,6% 0,13% - 6,93%
LB CD21'"" CD19'CD21°CD38 0,9% - 7,6% 0,96% - 14%

 Valores de referéncia baseados na analise de 54 controles (idades entre 19 e 61 anos).
®Valores de referéncia baseados na analise de 30 controles (idades entre 19 e 60 anos).



