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RESUMO

SALGADO, R. C. Investigacio dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta a
fungos e caracterizacio de pacientes brasileiros com suscetibilidade a micoses. 2022. 100
f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.

As micoses sistémicas e micoses oportunistas que cursam de forma disseminada sdao uma
preocupacdo mundial devido as suas elevadas taxas de morbimortalidade. Dentre os
componentes associados a resposta imunoldgica frente a infec¢des fungicas, destacam-se na
imunidade inata os receptores de padrdo molecular, tais quais receptores do tipo Toll e
receptores do tipo lectina C, as células do sistema fagocitico mondcitos/macréfagos e os
neutrofilos e seus mecanismos efetores, como a produgdo de citocinas pré-inflamatorias, o burst
oxidativo e a geracdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos. Tal conhecimento € ratificado
pelo estudo de pacientes com Erros Inatos da Imunidade (EII), conjunto de doengas causadas
por alteracdes genéticas em componentes do sistema imune que tornam individuos afetados
propensos a infecgdes graves e recorrentes causadas por diversas classes de microrganismos,
dentre os quais os fungos. Complementarmente a abordagem de gendmica amplamente
utilizada em estudos relacionados aos EII, técnicas modernas tais quais sequenciamento de
transcriptoma e andlises de single-cell permitem analisar ndo somente as alteragdes em nivel
celular, mas também o impacto sist€émico destas. Assim, o presente trabalho teve duas linhas
principais de estudo: a investigacdo dos mecanismos imunolégicos na resposta a fungos por
meio de uma analise integrativa realizada com dados publicos e a caracteriza¢cdo de pacientes
brasileiros com suscetibilidade a micoses. Para isso, com o auxilio de ferramentas de
bioinformatica, oito diferentes dados publicos de transcriptoma humano infectados com
Candida spp. foram avaliados. Identificamos uma rede de interacdo conectando as vias de
receptores do tipo Toll e cascata de sinalizagdo por interferon tipo I/II moduladas em resposta
a Candida spp., reforcando estudos anteriores e demonstrando uma interessante sobreposicao
com a resposta imune antiviral. Em relacdo ao estudo com enfoque nos EII, realizamos a
triagem de pacientes a partir da avaliacdo do Eixo IL-12/IFN-y e do Burst Oxidativo, além da
caracterizagdo genética por Whole Exome Sequencing e Sanger. Foram incluidos no estudo oito
pacientes, dos quais quatro apresentaram alteracdes nos exames de triagem; entretanto
considerando histérico clinico e familiar, todos foram encaminhados para investigagdao
genética. De acordo com andlises de predicao in silico, encontramos variantes provavelmente
patogénicas em trés destes pacientes, sendo que para a paciente P3 estas apresentaram-se como
de significado incerto. Identificamos uma familia (de P1 e P2) afetada pela variante patogénica
conhecida como Santiago de Cuba no gene G6PD cujos individuos acometidos apresentaram
baixa producdo de ROS e suscetibilidade a histoplasmose disseminada, variante ainda nao
identificada em individuos brasileiros e associacdo até o momento nao descrita na literatura. O
estudo da relagdo entre suscetibilidade a micoses sistémicas e EII torna-se fundamental na busca
da compreensao e caracterizacio destas doencas, auxiliando no seu diagndstico, nas estratégias
terapéuticas aplicadas e, consequentemente, na qualidade de vida de pacientes afetados.

Palavras-chave: infeccoes flingicas; micoses sist€micas; imunodefici€ncias primérias;

analise integrativa; transcriptoma.



ABSTRACT

SALGADO, R. C. Investigation of the immunological mechanisms involved in the response
to fungi and characterization of Brazilian patients with susceptibility to mycoses. 2022.
100 f. dissertation (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, Sao Paulo, 2022.

Systemic mycoses and opportunistic mycoses that occur in a disseminated way are a worldwide
concern due to their high rates of morbidity and mortality. Among the components associated
with the immune response to fungal infections, are highlighted in innate immunity the
molecular pattern receptors, such as Toll-like receptors and C-type lectin receptors, cells of the
phagocytic system, monocytes/macrophages and neutrophils as well as their effector
mechanisms, including the production of pro-inflammatory cytokines, oxidative burst and also
the generation of neutrophil extracellular traps. Such knowledge is confirmed by the study of
patients with Inborn Errors of Immunity (IEI), diseases caused by genetic alterations in immune
system’s components leading the affected individuals to be susceptible to severe and recurrent
infections caused by several classes of microorganisms, among which the fungi. In addition to
the genomics approach widely used in studies related to IEI, modern techniques such as
transcriptome sequencing and single-cell analysis allow analyzing not only alterations at the
cellular level, but also their systemic impact. Thus, the present study had two main research
lines: investigation of immunological mechanisms in the response to fungi through an
integrative analysis performed with public datasets and the characterization of Brazilian
patients with susceptibility to mycoses. Therefore, approaching by bioinformatics tools, eight
different public data of human transcriptome infected with Candida spp. were evaluated. We
identified an interaction network connecting the Toll-like receptor pathways and the type I/11
interferon signaling cascade modulated in response to Candida spp., reinforcing previous
studies and demonstrating an interesting overlap with the antiviral immune response. Regarding
the study focusing on IEI, we performed a screening of patients based on the evaluation of IL-
12/IFN-vy axis and Oxidative Burst, in addition to the genetic characterization by Whole Exome
Sequencing and Sanger. Eight patients were included in the study, four of which had alterations
in the screening tests; however, considering clinical and family history, all of them were
referred for genetic investigation. According to in silico prediction analyses, we found likely
pathogenic variants in three of these patients, and for patient P3 they were of uncertain
significance. We identified a family (of patients P1 and P2) affected by the pathogenic variant
known as Santiago de Cuba in the G6PD gene, whose affected individuals had low ROS
production and susceptibility to disseminated histoplasmosis, a variant not yet identified in
Brazilian individuals and an association not yet described in the literature. The study of the
relationship between susceptibility to systemic mycoses and IEI becomes fundamental in the
search for understanding and characterization of these diseases, helping in their diagnosis, in
the therapeutic strategies applied and, consequently, in the quality of life of patients.

Key words: fungal infections; systemic mycoses; primary immunodeficiency; integrative
analysis; transcriptome.
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1 INTRODUCAO

1.1 Panorama da resposta imune a fungos

Os fungos compreendem microrganismos eucaridticos uni ou multicelulares agrupados no
reino Fungi, sendo que considerdvel parte desses microrganismos apresentam interagao
comensal com o hospedeiro humano e, nesse sentido, a resposta imunoldgica € responséavel por
desenvolver um ambiente tolerante entre o organismo e os fungos sitio-residentes'. Entretanto,
quando em contato com fungos patogénicos ou quando a resposta imunoldgica do hospedeiro
se torna ineficaz, tal qual ocorre em individuos imunocomprometidos, os fungos podem
disseminar-se em tecidos e 6rgaos distintos?. A figura abaixo resume os mecanismos associados
a resposta imune formada, mecanismos estes que serdo abordados nas sessdes seguintes

(Figura 1).

Imunidade Inata $
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Figura 1. Respostas da imunidade inata e adaptativa frente a infeccio fiingica. A resposta antifingica do
hospedeiro envolve diversos mecanismos divididos didaticamente em dois estidgios, mas que atuam em conjunto
— a imunidade inata, que envolve barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, além de células atuantes e moléculas
soldveis; e a imunidade adaptativa, induzida especificamente durante a infec¢do, em que atuam linfécitos e as
moléculas soldveis que estes produzem. IFN-vy, interferon-vy; IL, interleucina; TCR, receptor de células T; TGF-f3,
fator de crescimento transformador-f3; TNF, fator de necrose tumoral®.
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1.1.1 Imunidade inata

As barreiras fisicas, representadas pela pele e superficies de mucosa, como trato
respiratorio, gastrointestinal e o genito-urinario, sdo responsaveis pela notdria separacao dos
tecidos internos do organismo com o ambiente externo, onde encontram-se diversos
microrganismos, inclusive os fungos. Quando estas barreiras sdo rompidas durante lesdes ou
quando microrganismos adentram utilizando distintas vias, tal qual a inalatdria, pode-se iniciar
processo de infec¢do. Neste momento, o organismo possui um aparato celular e de substancias
antimicrobianas que dardo inicio a resposta antifingica®.

Para que esta resposta imunoldgica inicie, é necessario que haja o reconhecimento destes
microrganismos. Assim, os patdgenos serdo reconhecidos por intermédio de Receptores de
Reconhecimento Padrdao (PRRs, do inglés Pattern recognition receptors) presentes em variadas
células, tais quais células dendriticas (DCs, do ingl€s Dendritic Cells), mondcitos, macréfagos
e neutrofilos'. Especificamente, dentro dos distintos grupos de PRRs, podem ser citados os
receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll-like Receptors): TLR-2, TLR-4 e TLR-9;
receptores do tipo Lectina-C (CLRs, do inglés C-type Lectin Receptors): dectina-1 e 2,
MINCLE, CD206, CR3, além de DC-SIGN; e, em relagdo aos receptores do tipo NOD (NLRs,
do inglés NOD-like Receptors), € vélido de nota principalmente o inflamassoma NLRP3“. Estes
PRRs sdo responsaveis por identificar os padrdoes moleculares associados a patogenos (PAMPs,
do inglés Pathogen-associated molecular pattern) fungicos, dando assim inicio a resposta inata.
Dentre os PAMPs mais comuns, podem ser citados os complexos presentes na parede celular,
tais quais fosfolipomananas, o- e $-glucanas, manoproteinas e possivelmente quitina>®.

Sucede-se apds o reconhecimento dos PAMPs acima citados, a deflagracdo de vias e
cascatas de sinalizacdo subsequentes. Para isso, ocorre o envolvimento de enzimas quinases,
moléculas intermediarias e fatores de transcrig¢do, tais quais IRAK (do inglés interleukin
receptor-associated kinase), MAPK (do inglés mitogen-activated protein kinase), CARDO (do
inglés caspase activation and recruitment domain-containing 9), MyD88 (do inglé€s myeloid
differentiation primary response 88), TRAFs (do inglés TNF receptor-associated factors),
TRIFs (do inglés TIR-domain-containing-adapter-inducing interferon [3), NF-»B (do inglés
nuclear factor-xB) e IRF (do inglé€s interferon regulatory factor)®>. Estas e outras vias
desencadeiam respostas sitio-especificas e sist€émicas, que estao relacionadas com produgao de
Interferons (IFNs) do tipo I e II, polarizacdo de linfocitos para perfis T auxiliares (Th, do inglés
T helper) Thl e Th17, produgdo de citocinas pré-inflamatdrias, tais quais TNF-a., IL-6, IL-1f3,

ativagdo celular e indugdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
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reactive oxygen species). Além de, em casos especificos, indugao de IL-10 e TGF-f§, bem como
células T reguladoras®.

Seguido a ativacao celular, células como os fagdcitos (macrofagos e neutréfilos) assumem
importancia na morte e inibi¢do do crescimento fungico. Essas células realizam englobamento
de particulas fiingicas opsonizadas por proteinas soluveis ou reconhecidas por receptores
especificos, dentre os quais Dectina-1, Mincle e DC-SIGN’. Tais mecanismos microbicidas
envolvem principalmente a produgdo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
processo este realizado pelos complexos enzimaticos nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) oxidase e inducible nitric oxide synthase (iINOS). Tal processo,
denominado de burst oxidativo, induz a morte dos patégenos fuingicos pela acdo das espécies
reativas através de alteracOes nas proteinas, quebras nos acidos nucleicos e peroxidagdes
lipidicas®.

Os macréfagos, mondcitos diferenciados nos tecidos periféricos, podem apresentar
fenétipos funcionais distintos, classicamente M1 e M2!'. O perfil M1 € pré-inflamatoério, cujo
gatilho de diferenciacdo € a citocina IFN-y. Macréfagos M1 sdo importantes produtores da
citocina IL-12, que serd melhor discutida adiante, e relacionam-se com elevada atividade
fagocitica e inducdo de ROS. Por outro lado, a polarizagao para M2 esta relacionada a um
microambiente com prevaléncia de citocinas como TGF-3, IL-4 e/ou IL-133; macréfagos com
este perfil e suas respectivas citocinas auxiliam em diversos processos, tais quais angiogénese,
remodelacdo e reparo tecidual, além da imunorregulacdo®. O balanco entre respostas M1/M2 é
relevante, uma vez que estudos demonstram que a prevaléncia de resposta associada ao perfil
M1 associa-se a uma depuragdo mais eficiente de patdégenos fingicos, como Cryptococcus
neoformans’®. Entretanto, é vdlido notar que apesar desta simplificacdo, a plasticidade entre os
distintos perfis de macréfagos € ainda mais complexa, uma vez que estudos apontam que 0s
estados funcionais dos macréfagos mudam continuamente!®.

Em relacdo aos neutréfilos, enquadrados no grupo de leucdcitos polimorfonucleares, além
da atividade fungicida por intermédio de ROS, apresentam outro importante mecanismo — as
denominadas armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs, do inglés Neutrophil
extracellular traps). Sabe-se que as NETs s3o complexos formados por cromatinas
condensadas e componentes derivados dos granulos e citoplasma dos neutréfilos, envolvendo
assim peptideos antimicrobianos e enzimas proteoliticas e nucleoliticas!'. As NETs promovem
a lise da parede celular e de membranas, inibicdo do crescimento, restricdo de suprimentos e

bloqueio da disseminacdo dos patégenos flingicos'?. Além disso, como importante mecanismo
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de contengdo para microrganismos extracelulares, as NETs tornam-se criticas para a morte de
fungos principalmente quando em sua forma de hifas, uma vez que durante fase leveduriforme
tais particulas sao facilmente fagocitadas's.

Para além dos fagdcitos, outro importante componente da imunidade inata € a célula
Natural Killer (NK), notdvel célula de origem linfoide presente no grupo de células denominado
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs, do inglés peripheral blood mononuclear
cells)'. Os recursos de citotoxicidade desencadeados pelas células NK ocorrem principalmente
em células do hospedeiro infectadas com patdgenos e também células proprias transformadas,
impedindo a proliferacdo e disseminagao destes. Dentre os mecanismos, podem ser destacados
toxicidade por meio da liberacdo de granulos, tais quais granzima B e perforina, principalmente
mediante engajamento do receptor celular CD16 em opsoninas, € a inducdo de morte via
interacdo Fas com Fas ligante (FasL)!'*. Ademais, as células NK sao relevantes produtoras de
IFN-v, citocina essencial na ativacdo de fagdcitos e formacdo do complexo NADPH-oxidase!>.
Outro recente mecanismo descoberto € a capacidade, in vitro, de fagocitose das formas
leveduriformes de Candida albicans'®.

Além das células abordadas anteriormente, as DCs também desempenham fung¢do essencial
na imunidade aos fungos. Embora disponham de baixa atividade microbicida, estas células
possuem diversos PRRs que possibilitam reconhecimento dos PAMPs fungicos, além de
ativacdo celular com liberag@o de citocinas pré-inflamatorias, endocitose dos patégenos com
posterior processamento dos antigenos e, por fim, apresentacao aos linfécitos T; ou seja, apesar
de classicamente enquadradas dentro da imunidade inata, desempenham importante papel na
orquestragdo da imunidade adaptativa a partir da apresentacdo e modulacdo da resposta ao
antigeno!'?.

Diversos estudos visam maior compreensdao da participacdo das DCs na resposta a
patogenos fungicos. Recentemente, Ramirez-Ortiz e colaboradores'” descreveram que o subtipo
plasmocitoide de DCs (pDCs, do inglés plasmacytoid dendritic cells) possui ag@o inibitdria a
hifas do fungo Aspergillus fumigatus, destacando a importancia dessas células na resposta

imune.

1.1.2 Imunidade adaptativa
Parte significativa da resposta associada a imunidade adaptativa é desencadeada pelos
linfécitos T CD4+, células que sdo ativadas via engajamento do receptor de célula T (TCR, do

inglés T cell receptor) ao MHC II, bem como dos sinais de moléculas coestimulatorias,
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presentes nas células apresentadoras de antigeno — macrofagos, células dendriticas e linfécitos
B!. Este grupo celular € responsdvel por modular a resposta imunoldgica a partir da secre¢ao
de citocinas, o que varia de acordo com o seu perfil de ativagdo. No contexto de imunidade a
patogenos fungicos, os principais perfis associados com resposta protetora sdo os perfis de
células Thl e Thl7, que produzem e liberam citocinas pré-inflamatdrias e que ativam as
respostas imunes celular e humoral — ativagdo e recrutamento de células da imunidade inata,
como os fagdcitos, e inducdo da troca de classe para anticorpos mais especificos,
respectivamente®. Dentre as citocinas, podem ser citadas IFN-y, IL-12, IL-2 e TNF-a
relacionadas ao perfil Thl e IL-17, IL-21 e IL-22 para perfil Th17 — além disso, importante
citar que IL-17 e IL-21 potencializam a producdo de peptideos antimicrobianos pelo tecido
infectado!'®.

Ha, ainda, o perfil Th2 cuja resposta imunoldgica € classicamente associada com uma piora
do quadro infeccioso, uma vez que além de induzir ativagdo de macréfagos M2, suas citocinas
de assinatura IL-4, IL-5 e IL-13 s@o importantes na manutengao deste perfil e inibi¢do do perfil
Th1.No entanto, alguns estudos indicam papel da citocina IL-4 no desenvolvimento de resposta
a patégenos fungicos, tais quais C. albicans e C. neoformans, assim como de macréfagos M2
auxiliando na resposta protetora a fungos que acometem o sistema respiratdrio! 12!,

Ademais, outros perfis celulares de T CD4+ como as Th9, Th22 e Tregs (células T
reguladoras) também participam da resposta contra fungos. A respeito da Th9, estudos recentes
indicam que esta possui importante papel na pele, além da sugestdo de que podem estar
envolvidas na resposta a C. albicans, evidéncia ratificada pela existéncia de células de memdoria
ThO especificas para tal patégeno®>. Em relacdo a Th22, esta trata-se de uma célula que produz
principalmente IL-22, citocina envolvida na protecdo a fungos nas mucosas, como em casos de
candidiase®. As Tregs sdo necessdrias no contrabalanceamento da resposta inflamatéria,
impedindo o dano tecidual proveniente desta’*; entretanto, interessantemente, estudos
demonstram que essas células também sdo capazes de induzir Th17 protetivas durante infec¢ao
in vitro por C. albicans®.

Outro grupo de linfécitos T s@o conhecidos como T CD8+, que exibem atividade citotoxica
ao serem ativados durante apresentacdo de peptideos fungicos via MHC I e moléculas
coestimulatdrias, seja por células hospedeiras infectadas ou DCs, em processo de apresentagao
cruzada?. Tal atividade citotéxica € semelhante a discutida para células NK, ocorrendo a partir
da liberacdo de granulos contendo granzima e perforina, ou via sinalizacdo de Fas-FasL?"-28.

Para além desta fungdo, sabe-se que os linfécitos T CD8+ citotoxicos também realizam
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secrecdo de citocinas com fungdes semelhantes aquelas associadas aos perfis de T CD4+, sendo
estas células inclusive recentemente denominadas de modo semelhante — linfécitos T
citotoxicos (Tc) 1 e 17%.

Para além da resposta associada a linfécitos T, os linfocitos B e plasmdcitos sdo outras
células atuantes no contexto da imunidade adaptativa. Dentre os mecanismos pelos quais
exercem suas funcdes, o principal é a secrecdo de anticorpos que atuam na neutralizacdo do
fungo e inibigdo da sua replicagdo, bem como do impedimento da formacdo de tubos
germinativos e biofilmes, importantes para a sua infeccdo e instalagdo?. Ademais, tais
anticorpos, principalmente a imunoglobulina G (IgG), sdo opsoninas e podem ser reconhecidos
por diversos PRRs, auxiliando na ativagdo celular, do sistema complemento € no mecanismo
de citotoxicidade dependente de anticorpo. Por fim, € valido citar que os linfécitos B também
sdo capazes de realizar a apresentagdo de antigenos, colaborando para ativacdo celular de

linfécitos T'.

1.2 Estudo e caracterizacao de Erros Inatos da Imunidade

Os erros inatos da imunidade (EII), também denominados de imunodefici€ncias primdrias,
sdo um conjunto de doencas causadas por alteracdes genéticas que levam a suscetibilidade a
infeccdes, autoimunidade, doengas autoinflamatdrias, e/ou malignidade®. Tais defeitos
genéticos estdo associados a mutagdes de ganho ou perda de funcdo (GOF ou LOF, do inglés
gain- ou loss-of-function, respectivamente), que como o nome sugere relacionam-se a mutagoes
que intensificam ou atenuam as funcdes envolvendo genes codificantes de enzimas, proteinas
estruturais, como receptores, moléculas envolvidas em transdugdo de sinais, dentre outros?!.

Em relacdo ao padrdo de heranga, os EIl podem ter heranca autossomica dominante, em
que apenas uma copia do gene mutante € suficiente para expressdo do fendtipo modificado;
heranca autossOmica recessiva, em que sdo necessdrias duas copias mutantes do gene; e ligada
ao X, que sumariamente relacionam-se a genes localizados em uma regido nao homdéloga do
cromossomo X e, portanto, mutacdes nestes afetam com maior frequéncia individuos do sexo
masculino. Além disso, o fenétipo alterado observado em pacientes em heterozigose, ou seja,
individuos que possuem um alelo com alteracio e outro selvagem, pode estar normalmente
associada a variantes autossomicas dominantes por GOF, haploinsuficiéncia, em que apenas
uma cdpia nao € suficiente para expressao da fun¢do selvagem, ou dominancia negativa, que

ocorre quando o alelo modificado inibe a expressdo ou funcio do alelo selvagem?'-*.
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A partir do avango no estudo das doencgas genéticas gerado pela disponibilidade de
metodologias robustas de sequenciamento, um numero crescente de EII vem sendo
caracterizado®. Tal observagdo € ratificada pelos relatérios do Comité de Especialistas em
Erros Inatos da Imunidade da International Union of Immunological Societies (IUIS), no qual
o ultimo relatdrio de 2020 referiu 430 defeitos genéticos associados a EII, 64 a mais comparado
ao ultimo parecer de 2018. Além do mais, embora considerados individualmente raros na
populacido, estima-se que a prevaléncia de EIl estejam mais préximo de 1/1000 a 1/5000%,
prevaléncia muito acima do que inicialmente esperado quando considerado o grupo de doencas
como um todo.

Apesar da prevaléncia estimada, inimeros pacientes permanecem sem diagndstico ou sao
diagnosticados tardiamente, durante intercorréncias associadas principalmente a infeccoes
graves ou complicacOes relacionadas, fator causado pela heterogeneidade das manifestacoes
clinicas, acesso limitado a exames diagndsticos e insuficiéncia na educa¢do médica®**. Em
relacdo a esta ultima, de acordo com pesquisa desenvolvida em 2013 pelo Brazilian Group for
Immunodeficiency (BRAGID)*, de 3047 pediatras consultados, 97% destes haviam atendido
paciente com infecgcdes de repeticdo, entretanto apenas 63% suspeitaram e realizaram
avaliagdes para EII, sendo que somente 50% destes conheciam imunologistas para encaminhar
os pacientes®’.

Reforgcando tais dados, estima-se que no Brasil mais de 20 mil pacientes possuem EII,
entretanto apenas 5 mil destes t€m diagndstico adequado e estdo em devido tratamento
disponibilizado pelo Sistema Unico de Satide (SUS)>3¢. Desta forma, consideréveis esfor¢os sdo
realizados na tentativa de incentivar o diagndstico precoce de EII visando tratamento nos
estdgios iniciais aos pacientes. Com o objetivo de auxiliar médicos pediatras e clinicos, a Cruz
Vermelha Americana e a Fundacdo Jeffrey Modell propuseram 10 sinais de alerta para EII em
criangas. Tal proposta foi adaptada para cada pafs de acordo com o contexto de patogenos e

doencas circulantes (Tabela 1).

Tabela 1. 10 sinais de alerta para EII em criancas. Adaptado de BRAGID*.

Condicdes

1. Duas ou mais pneumonias no ultimo ano
2. Quatro ou mais otites no ano
3. Estomatites de repeticdo ou moniliase por mais de dois meses

4. Abcessos de repeticdo ou ectima
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5. Um episddio de infec¢do sistémica grave (meningite, osteoartrite, septicemia)
6. Infec¢des intestinais de repeti¢do/diarreia cronica

7. Asma grave, doenca do coldgeno ou doenga autoimune

8. Efeito adverso ao BCG e/ou infec¢do por micobactéria

9. Fendtipo clinico sugestivo de sindrome associada a Imunodeficiéncia

10. Historia familiar de imunodeficiéncia

Como exposto anteriormente, a crescente disponibilidade de técnicas robustas e novas
plataformas de analises e sequenciamento genético, como sequenciamento completo do exoma
(WES, do inglés whole-exome sequencing) e Sanger, tem possibilitado uma maior compreensao
acerca dos aspectos pontuais das variantes genéticas e sua correlacdo com as manifestacdoes
clinicas*. Complementarmente, técnicas modernas, tais quais sequenciamento de
transcriptoma, assumem relevancia ao fornecer uma possibilidade de investigar como tais
alteracOes genéticas funcionam ndo apenas a nivel estrutural, mas celular, detalhando a

consequéncia celular intrinseca dessas alteracdes*.

1.3 Micoses sistémicas e Erros Inatos da Imunidade

As micoses sistémicas compreendem um grupo de doengas causadas por patdogenos
fingicos associados a elevadas taxas de morbimortalidade®®. Dentre as micoses categorizadas
como micoses sistémicas, podem ser citadas aquelas causadas pelos fungos dimorficos e
endémicos Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis € Coccidioides spp.; além
do fungo leveduriforme Cryptococcus neoformans, responsavel por uma das apresentacdes
clinicas mais comuns em pacientes imunocomprometidos, a criptococcose*. Por vezes, tais
micoses enquadram-se como micoses pulmonares, devido ao recorrente acometimento do sitio
pulmonar*. E vélido de nota, ainda, que no contexto de pacientes imunodeficientes, fungos
considerados de ambiente, tais quais Aspergillus spp. e Candida spp., podem cursar
clinicamente como infecgdes sistémicas*?.

Levando em consideracdo a imunidade a fungos discutida anteriormente, bem como as
perspectivas acerca dos EII, espera-se que defeitos genéticos em vias relevantes a imunidade
do hospedeiro a fungos correlacionem-se com comprometimento da resposta €, por
conseguinte, suscetibilidade a tais patdgenos*. Entretanto, apesar dessa vasta possibilidade de
componentes imunoldégicos, notavelmente poucos EII encontram-se caracterizados na literatura

no que se refere especificamente a infecgdes fungicas sistémicas, sobretudo considerando o
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impacto e a frequéncia deste grupo de micoses, especialmente na América Latina**, como

observado na Figura 2, abaixo.

[T Paracoccidioidomicose
Alta prevaléncia de paracoccidioidomicose
E=8 prevalencia moderada de paracoccidioidomicose
Histoplasmose
Coccidioidomicose

Figura 2. Distribuicio geografica de infeccoes fiingicas endémicas na América Latina. Demais infec¢des
fingicas sistémicas, como criptoccocose, aspergilose e candidiase ndo estdo representadas, pois apresentam
distribuicdo mundial. Adaptado de Sifuentes-Osornio e colaboradores®.

Utilizando a classificacdo de Lionakis e colaboradores*’, dentre os EIIl mais estudados e
associados a micoses sistémicas ou com desfecho clinico sistémico, no caso das infec¢coes
oportunistas, podem ser destacados os grupos de (1) desordens na maquinaria oxidativa dos
fagdcitos; (2) desordens na sinalizacdo de citocinas; (3) desordens em fatores de transcri¢ao e

(4) desordens na sinalizagc@o de outras moléculas.
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Em relacdo a desordens na maquinaria oxidativa dos fagdcitos, dentre os principais defeitos
congénitos relacionados a infec¢des fungicas podem ser destacados aqueles associados a
Doenga Granulomatosa Cronica (DGC), doenca causada por variantes patogénicas nos genes
CYBB,NCF1,CYBA e outros. Pacientes com tais deficiéncias possuem subunidades defeituosas
do complexo NADPH-oxidase, o que impede que este complexo funcione normalmente e
produza as ROS*6. H4, ainda, a deficiéncia de Mieloperoxidase (MPO), uma enzima importante
na producao de acido hipocloroso, importante para atividade fungicida em formas filamentosas
e leveduriformes de fungos*’. Além destas, inclui-se ainda a deficiéncia na enzima Glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD, do inglé€s glucose-6-phosphate dehydrogenase), enzima
associada a fun¢do de protecdo ao estresse oxidativo, principalmente nas hemdcias. Para isso,
uma das reagdes catalisadas pela enzima G6PD € a conversdao de glicose-6-fosfato em 6-
fosfoglucolactona, a qual libera prétons H+ que, por sua vez, sdo captados pelo NADP+,
levando a produg¢dao de NADPH; consequentemente encontrado em baixas concentracdes em
pacientes com deficiéncia nesta enzima, tornando-os, assim, propensos a crises hemoliticas
(devido ao estresse oxidativo nas hemdcias) e suscetiveis a infec¢des devido a baixa producgao
ROS, semelhante ao que ocorre em pacientes com DGC*.

Abordando as desordens associadas a sinalizacdo de citocinas, podem ser citadas as
deficiéncias relacionadas ao denominado Eixo IL-12/IFN-y, uma al¢a de alimentacdo positiva
que envolve a ativagdo de macrdéfagos produtores de IL-12. Assim, esta citocina auxilia na
polarizacdo Thl de linfécitos T CD4+, células que passam a secretar IFN-y e ativam
macréfagos a desempenharem suas func¢des microbicidas. Dentre os defeitos descritos na
literatura, podem ser citados variantes nos genes IFNGRI e ILI2RBI**°, os quais sdo
associados a funcdo dos receptores de interferon-y tipo 1 e da subunidade 31 do receptor de IL-
12, respectivamente. H4, ainda, deficiéncias em genes associados ao perfil de citocinas Th17
que, juntamente com outras deficiéncias (como a do gene IL/2RB1), enquadram-se no espectro
clinico de candidiase mucocutanea cronica, tais quais deficiéncia nos genes IL-17RA, IL-17RF,
ACTI.

Ademais, ha pacientes que possuem comprometimento da resposta relacionada a linfécitos
T e/ou B e/ou NK, que também sdo caracterizados por elevado grau de suscetibilidade a
infecgdes flingicas e, na auséncia de transplante de medula dssea, podem inclusive ter desfechos
fatais; uma das sindromes mais conhecidas é denominada Imunodeficiéncia Combinada Grave

(SCID, do inglés Severe Combined Immunodeficiency), sendo que deficiéncias nos genes
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IL2RG,IL7RA,JAK3,RAGI e RAG2, além de outros j4 foram descritos na literatura associados
a mesma*2.

Dentre as desordens envolvidas com fatores de transcri¢do, podem ser citadas variantes
patogénicas associadas a STAT3, causando a chamada Sindrome do Hiper-IgE, além de
variantes no gene que codifica o fator de transcricio denominado AIRE, conhecido por sua
funcdo em permear a regulacdo autoimune — razdo pela qual pacientes com defici€éncia no
mesmo apresentam a sindrome autoimune denominada Poliendocrinopatia autoimune tipo 1
(APECED, do inglés Autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy).
Além disso, variantes em STATI, GATA2, e STAT4 também resultam na suscetibilidade a
infeccdes flingicas sistémicas*?49334,

Interessantemente, ha ainda inumeros outros EII que afetam distintas moléculas de
sinalizacdo importantes na resposta a fungos. Dentre estas, podem ser destacadas deficiéncia
no gene CARDY, que codifica proteina envolvida na sinalizacdo de diversos PRRs%; deficiéncia
no gene codificante do receptor de Dectina-1¢, nos genes DOCKS8 e TYK2, responséveis pela
codificacdo de proteinas de sinalizagdo intracelular, que assim como a deficiéncia no gene
STAT3, associam-se a sindrome de Hiper-IgE>’; além dos genes relacionados a Sindrome do
Hiper-IgM, tais quais NEMO, IKBA e CD40L*, dentre outros.

Portanto, dado o exposto, e retomando os seguintes fatores: 1) aspectos diversos a serem
estudados e caracterizados dos distintos Ells; 2) a elevada taxa de exposi¢cdo a doengas
infecciosas, como as fungicas, que paises em desenvolvimento (dentre os quais o Brasil)
possuem; 3) repercussOes graves € por vezes fatais para pacientes imunodeficientes e
acometidos por infec¢des fungicas; 4) necessidade de maior conscientizacdo da comunidade
médica para suspeitar e estabelecer o diagndstico e tratamentos criteriosos, vide o
subdiagndstico observado no Brasil; 5) a relevancia, no contexto apresentado, de estudos que
visem investigacdo de EII, sendo este um importante, entretanto subestimado, problema de
saude publica. Propusemos, assim, investigar mecanismos imunolégicos na resposta a fungos
por intermédio de uma andlise integrativa realizada com dados publicos de transcriptoma
modulados por Candida spp. (inico modelo suficientemente disponivel), além de investigar
molecular e geneticamente pacientes brasileiros suscetiveis a infecgdes fungicas sistémicas de
repeti¢do objetivando a identificag@o e caracterizagao de possiveis EIl apresentados por estes

individuos.
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CAPITULO 1 - REDE DE INTERACAO DAS VIAS DE SINALIZACAO DE
INTERFERON E DO RECEPTOR DO TIPO TOLL NA RESPOSTA IMUNE ANTI-
CANDIDA.



2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Investigar mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta a Candida spp. a partir da

andlise integrativa de dados publicos de transcriptoma humano.

2.2 Objetivos especificos

Identificar genes e vias alteradas apds condi¢do de infecc@o por Candida spp.;
Analisar o padrao do transcriptoma em distintas camadas do sistema imunoldgico;
Verificar graus de correlacdo entre vias alteradas;

Correlacionar dados encontrados com EII descritos associados a suscetibilidade a

infecgdo por Candida spp..

22
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3 METODOS

3.1 Selecao de dados de sequenciamento publicos

A busca de dados publicos (datasets) foi realizada nas bases de dados do NCBI GEO e
ArrayExpress. Procurou-se datasets que dispunham de expressdo diferencial de genes apods
infec¢do por diferentes espécies de Candida (C. albicans, C. auris, C. glabrata, C. parapsilosis
e C. tropicalis) em células de sangue total (WBCs, do ingl€s whole-blood cells), PBMCs e
células dendriticas deviradas de mondcitos (moDCs, do inglés monocyte-derived Dendritic
Cells). Foram incluidos datasets que atendiam aos seguintes critérios (1) WBCs, PBMCs e
moDCs infectadas com Candida spp.; (2) estudos com pelo menos duas amostras para cada
grupo; (3) presenca de grupos controles; (4) todas as plataformas de andlises foram
consideradas; e (5) apenas estudos que dispunham de dados de transcriptoma foram incluidos.
Em relacao aos critérios de exclusao, foram excluidos do estudo: (1) estudos realizados a partir
de amostras de organismos ndo humanos; (2) amostras que passaram por tratamento antes do
sequenciamento e (3) estudos de revisdo. Ao final, 8 datasets se enquadraram nos critérios e

foram incluidos no estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Lista de datasets selecionados para a analise integrativa.

Autores (Ano publicacao) PMID Dataset ID Tipo celular
Dix e cols. (2015) 25814982 GSE65088 WBCs

Sieber & Kdmmer e cols.

(2018:2020) 30333805 e 33024045 GSE114180 WBCs
Smeekens e cols. (2013) 23299892 GSE42606 PBMCs
Bruno e cols. (2020) 32839538 GSE154911 PBMCs
De Vries e cols. (2020) 32251450 De Vries e cols. PBMCs
Rizzetto e cols. (2010) 20228201 E-MTAB-135 moDCs
Rizzetto e cols. (2012) 22879980 E-MTAB-751 moDCs
Dix e cols. (2017) 28280489 GSE77969 moDCs

*WBCs: whole-blood cells; PBMCs: human peripheral blood mononuclear cells; moDCs: monocyte-derived

Dendpritic Cells.

3.2 Analise de expressao diferencial

Para caracterizar e estimar o nivel de expressdo génica, os valores brutos (counts) das

leituras dos datasets de RNAseq foram normalizados e transformados em log2 count per million
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e o software Network Analyst 3.0 Webtool* (https://www .networkanalyst.ca/) foi utilizado
para performar andlise de expressao diferencial, por meio do pacote DESeq2. Em relacdo aos
dados de microarray, estes foram analisados por intermédio da ferramenta GEO2R com pacote
limma-voom® (disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). Quanto aos dados de
single-cell, o objeto Seurat disponivel depositado no banco de dados single-cell eQTLGen
Consortium (https://eqtlgen.org/candida.html) foi analisado para obtencdo dos genes
diferencialmente expressos (DEGs, do inglés differentially expressed genes). Seguimos o
pipeline padrao do Seurat (https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html) conforme
descrito anteriormente por Stuart e colaboradores® para realizar andlise de expressdo
diferencial e visualiza¢do de dados (UMAP, dotplot e mapas de calor).

Para selecionar o conjunto de genes regulados para cima e para baixo, utilizamos os
valores estatisticos de log2 fold-change (10g2FC) acima de 1 e abaixo de -1, respectivamente.
Além disso, o valor de p-ajustado menor que 0,05 foi considerado como estatisticamente

significativo.

3.3 Analises de médulos de co-expressiao de genes
O dataset GSE42606 foi selecionado para que a andlise de co-expressdao génica fosse

performada a partir do pacote ‘R’ CEMiTool 1.12.2% utilizando pardmetros padrio e de acordo

com as especificagdes dos desenvolvedores.

3.4 Analise de enriquecimento e visualizacio de dados de transcriptoma humano
Usamos os DEGs para identificar termos de ontologia genética (GO, do inglés gene

ontology) enriquecidos. Vias e processos biologicos foram identificados por over
representation analysis (ORA) e EnrichR®, sendo que estas vias imunoldgicas foram
consideradas significativamente enriquecidas a partir do valor de p-ajustado < 0,05.

Para a visualizacdo dos dados e realizagdo de outras andlises, diferentes ferramentas de
bioinformatica online e pacotes do software ‘R’ versio 4.0.2 (https://www.r-
project.org/index.html) foram utilizados. O pacote ClusterProfiler* foi usado para gerar
dotplots de vias enriquecidas associadas a Candida spp. juntamente dos pacotes DOSE, richplot
e reatomePA. Os grificos GOplots foram desenvolvidos utilizando os pacotes ‘R’ unikn,
circlize e GOplot%. Além disso, gréficos estatisticos foram construidos por intermédio das
funcionalidades do pacote ggplot2®. Os DEGs compartilhados entre diferentes infec¢des
fungicas (C. albicans e C. auris) foram representados com mapas de calor circulares usando os

pacotes ‘R’ circlize e ComplexHeatmap®’. Demais mapas de calor foram gerados a partir do
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software Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus); enquanto os diagramas de
Venn e Upset plots foram construidos a partir da ferramenta Intervene®® e do Bioinformatics &
Evolutionary Genomics (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

Os codigos de linguagem ‘R’ usados neste trabalho encontram-se disponiveis em

https://github.com/ranieri131/SalgadoRC_CANDIDA_IMMUNE_RESPONSE_2021.

3.5 Analises de correlacao
Utilizamos o conjunto de dados GSE42606 para realizar analise de correlacdo entre genes

associados a TLRs e cascatas de sinalizacdo de IFN tipo I e II. As matrizes de correlagdo foram
geradas com a ferramenta web Intervene®®
(https://intervene.readthedocs.io/en/latest/index.html) por intermédio do coeficiente de
Pearson. Além disso, a andlise de correlagdo candnica (CCA, do inglés canonical correlation
analysis)® foi aplicada para investigar padrdes de associag@o entre os genes citados, sendo esta
realizada no software ‘R’ por meio dos pacotes CCA e whitening®. Ademais, a andlise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal component analysis) foi construida usando

as funcdes do ‘R’ prcomp e princomp, a partir do pacote factoextra.

3.6 Redes de interacao proteina-proteina

As redes de interagdo proteina-proteina foram desenvolvidas por intermédio do software
NAViGaTOR™, sendo que a cor do né representa o componente celular do GO, conforme
indicado nas legendas das figuras. Os DEGs foram usados como entrada para o Infegrated
Interactions Database (1ID, version 2020-05; http://ophid.utoronto.ca/iid)’'"> de modo a
identificar interacdes fisicas diretas de proteinas. As redes foram exportadas em formato de

arquivo SVG e finalizadas no Adobe Illustrator 2021.

3.7 Analise fatorial de varios estudos
A andlise fatorial de vérios estudos (MFSA, do inglés multistudy factor analysis) é uma

versdo generalizada da andlise fatorial que permite a anélise conjunta de varios estudos. MSFA
estima fatores compartilhados comuns a todos os estudos, bem como fatores especificos para
estudos individuais. A estimativa de parametros para o modelo MSFA pode ser calculada
usando uma abordagem frequentista ou bayesiana. Comparada com a analise frequentista, a
abordagem bayesiana oferece duas grandes vantagens: (1) fornece fatores mais bem definidos
e (2) escolhe a dimensdo dos fatores comuns e especificos do estudo por meio de uma

abordagem prdtica e util. Adotamos uma abordagem bayesiana’ para andlise inferencial, de
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modo a identificar fatores comuns e especificos do estudo compartilhados por GSE65088 e

GSE42606.

3.8 Analise de interferoma

Para execucdo da andlise de interferoma, e assim compreender se estes DEGs sdo regulados
ou possuem associacio com IFNs, foi utilizado o software Interferome V2.01
(http://www .interferome.org/interferome/home.jspx), seguindo parametros de entrada

estabelecidos pelo desenvolvedores do software™.
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4 RESULTADOS

4.1 Resposta imune a C. albicans é marcada por vias de TLR e IFN em diferentes tipos

celulares

De forma a explorar os dados disponibilizados por De Vries e colaboradores™ de
sequenciamento de células tnicas (scRNAseq, do inglés single-cell RNA sequencing), realizou-
se andlise de ORA, uma analise para avaliagdo de vias enriquecidas por um conjunto de genes,
de cerca de 6722 DEGs entre distintas populacdes celulares — mondcitos, células NK, pDCs e
linfécitos T CD4+, T CD8+ e CD19+, caracterizadas pela condi¢@o de infec¢do ou nao por C.
albicans. Os agrupamentos celulares para ambas as condi¢cdes podem ser observados na Figura
3a-c, enquanto os enriquecimentos das vias afetadas na infeccdo por C. albicans sao
apresentados na Figura 3d. Interessantemente, para além das vias cldssicas associadas a
resposta imune a fungos?, tais quais IL-17, Dectina-1, DC-SIGN, vias de producdo de ROS e
Eixo IL-12/IFN-v, observou-se a presenca de genes associados a resposta de interferon do tipo
I (a/P).

Assim, com o objetivo de melhor compreensdao dos possiveis modulos de expressao
associados, conjunto de genes agrupados de acordo com valores semelhantes de expressao,
realizou-se andlise de mddulos génicos de co-expressao com os dados provenientes do dataset
GSE426067, o unico disponivel que atende ao critério de 15 amostras para cada grupo
requerido para a avaliacdo. A partir deste, foram identificados 13 moédulos de genes co-
expressos enriquecidos em PBMCs apés infeccio por C. albicans (Figura 3e). E vilido de nota
que, dentre os dois médulos mais enriquecidos, as vias associadas sdo relacionadas a sinalizagao
por IFN e sinalizacdo de interleucinas com cascatas de sinalizacdo de TLR, como pode ser

observado pelo enriquecimento de vias a partir dos genes presentes nos médulos (Figura 3f-

g).
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Figura 3. Inducio das vias de sinalizacao de TLR e IFN em resposta a C. albicans. a, Visualizacio UMAP
(Uniform Manifold Approximation and Projection) de perfis de scRNAseq coloridos de acordo com os grupos de
células. b e ¢, UMAP de grupos de células controle e ativadas por C. albicans. d, Dotplot mostrando as vias
associadas a resposta imune a C. albicans. e, M6dulos de co-expressao significativamente enriquecidos (M1-M11
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e M13) em PBMCs. f e g, Representacdo de enriquecimento obtida por co-expressdo de genes presentes em M1 e
M2 exibindo vias de sinaliza¢do significativamente enriquecidas. NES: score de enriquecimento.

4.2 Genes associados a sinalizacao por TLR e IFN em leucécitos do sangue periférico sao

ativados por C. albicans

Em seguida, investigou-se quais DEGs e vias de sinalizagdo estariam consistentemente
ativadas em leucdcitos do sangue periférico apds inducdo por C. albicans, tanto em datasets
publicos de PBMCs’7" quanto de WBCs’3°. A andlise conjunta desses dados permitiu a
verificacdo de que ha 44 genes diferencialmene expressos em comum, sendo 40 regulados para
cima e 4 regulados para baixo. De acordo com a populacdo celular, os DEGs formam clusters
hierarquicos bem definidos, apresentando padrdo de expressdo proxima entre os datasets com
o mesmo tipo celular no que se refere a regulacdo (para cima ou para baixo) e significancia
(Figura 4a). A andlise fatorial de mudltiplos estudos de conjuntos de datasets elegiveis’
(WBCs: GSE65088% ¢ PBMCs: GSE426067%); aqueles com o nimero minimo de amostras
necessdrias para esta andlise (15 amostras) — identificou dois fatores latentes comuns com altas
cargas, enquanto fatores latentes especificos mostraram baixa cargas nesses estudos,
fortalecendo a relevancia bioldgica dos 44 genes comuns (Figura 4b). O enriquecimento destes
44 DEGs revelou diversas vias afetadas, dentre os quais inclui-se sinaliza¢ao por TLR e IFNs

tipo I/I1 (Figura 4c).
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latentes comuns e especificos em todos os estudos, contendo genes que apresentam cargas positivas e negativas
que variam de — 1 a 1. ¢, GOplot de vias imunolégicas enriquecidas e seus respectivos genes associados.

4.3 C. albicans ativa sinalizacio de TLR e IFN em diferentes camadas do sistema imune

Levando em consideracdo a importancia das DCs no contexto da imunidade a fungos,
acrescentamos em nossas andlises os datasets publicos associados a moDCs GSE77969%!, E-
MTAB-135% e E-MTAB-751%. A andlise de intersecdo permitiu verificar que cada grupo
celular (WBCs, PBMCs e moDCs) partilhava entre si uma quantidade substancial de DEGs:
123, 223 e 57, respectivamente. Entretanto, quando comparados todos os grupos, apenas 2
DEGs (DUSPS5 e PIM1) estavam em comum ap0s a infec¢do por C. albicans (Figura Sa-d).

Apesar disso, os grupos de DEGs de cada estudo individualmente enriqueciam uma
quantidade substancial de processos bioldgicos, totalizando 173 processos bioldgicos
enriquecidos (dados ndo apresentados), dentre os quais diversos processos associados a resposta
para C. albicans em comum entre os estudos. Entre estes, encontramos varias moléculas/vias
essenciais para a resposta imune antifiingica®, incluindo um agrupamento de sinaliza¢do de
IFN-y e NF-kB e uma sobreposicdo previamente descrita com a resposta imune a virus’®
(Figura S5e). ORA adicionais de DEGs envolvidos neste cluster mostraram enriquecimento
significativo nas cascatas de sinalizacdo de TLRs unicos (TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLRO,
TLRY9 e TLR10), heterodimeros de TLR (TLR1/TLR2, TLR2/TLR6, TLR7/8), e moléculas
adaptadoras de TLR (MyD88/TIRAP, TRAF6, TRIF), bem como em vérias vias de sinaliza¢do
de interleucinas, como IL-1, IL-4/IL-13, IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-o/f} (Figura 5f).

Além disso, a partir dos processos biologicos comuns entre WBCs, PBMCs e moDCs foi
possivel encontrar 1096 DEGs, utilizados entdo para verificar o padrao comportamental a nivel
de interacdo com vias por estes enriquecidas. A Figura 6 exibe o interactoma obtido a partir
desses 1096 DEGs, bem como das vias de sinalizacdo associadas; nota-se que as vias de
sinalizacdo de TLR e IFN estdo entre aquelas mais enriquecidas. Ademais, os 1096 DEGs
também enriquecem outras vias de sinalizagdo de PRRs e citocinas; como CLRs (dectina-1),
NLRs (NOD1/2) e variadas interleucinas com funcdes diversas (IL-1, IL-4, IL6, IL-10, IL-12,
IL-13 e IL-17).
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Figura 5. C. albicans ativa as vias comuns de sinalizacado de TLR e IFN em diferentes populacoes de
leucdcitos. a-c, Diagramas de Venn exibindo o nimero de DEGs presentes em cada conjunto de dados agrupados
por tipo de célula e suas interse¢des: conjuntos de dados de WBCs (a), PBMCs (b) e moDCs (c). d, Gréfico de
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Figura 6. Rede de interacio evidencia as interacoes entre os DEGs associados as vias de TLR e IFN, além
de demais vias de sinalizacao classicamente associadas com as respostas imunes antifiingicas. Os “nds”
circulares representam as vias e seu tamanho denota o nimero de genes que enriquecem estas. Os quadrados

coloridos representam a localizag@o celular dos genes.

4.4 Infeccao por C. albicans aumenta o grau de correlacao entre os genes associados a vias

de TLR e IFN

Apos verificar a consisténcia das cascatas de sinalizacdo de TLR e IFN tipo I e II,

avaliamos o grau de associagdo entre essas duas varidveis durante a resposta imune a C.

albicans. Devido ao tamanho minimo de amostra exigido (15 para cada grupo escolhido),

selecionamos genes associados a TLR e IFN presentes nos dados do transcriptoma de PBMCs

GSE426067¢. Este conjunto de dados contém 45 e 14 DEGs relacionados a TLR e IFN e

modulados por C. albicans em comparacdo com o grupo controle. A infecc¢io por C. albicans
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aumentou principalmente as correlacdes positivas entre os DEGs associados a TLR e IFN
(Figura 7a-b).

Além disso, realizamos anélise de CCA para avaliar melhor a forca da associacio entre
estes dados. CCA é um modelo paramétrico genérico usado para quantificar relacio entre dois
grupos de varidveis inter-relacionadas e interdependentes®. Esta abordagem revelou um par de
variaveis canoOnicas (x-CV1 e y-CV1), destacando a forte associac@o entre a maioria dos DEGs
associados a TLR e IFN em ambos os PBMCs infectados e ndo infectados por C. albicans, um
achado que destaca a forte associacdo entre a maioria dos DEGs associados a TLR e IFN em
PBMCs controle e infectados por C. albicans (Figura 8a), bem como a capacidade de

estratificar essas condi¢des, evidenciado pela anélise de PCA (Figura 8b-c).
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Figura 7. Relacdo entre moléculas associadas as cascatas de sinalizacdo de TLR e IFN. a e b, Grifico de
correlacdo de DEGs associados a cascatas de sinalizagdo de TLR e IFN em PBMCs na a, auséncia ou b, presenca
de C. albicans. Histogramas do coeficiente de correlagdo de Pearson, contendo correlacdo negativa e positiva de 1
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4.5 Interacao entre as vias de sinalizacao de TLR e IFN é conservada em resposta a

espécies de Candida nao-albicans

Verificamos se outras espécies de Candida ndo-albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis, bem como a espécie multiresistente C. auris, também induziam expressao genes
relacionados a TLR e IFN"". A partir dos dados ptiblicos GSE114180787, realizamos andlises
de intersecdo que mostraram 12 e 19 DEGs em comum entre as vias de TLR e IFN, genes estes
ativados ap0s infeccdo por diferentes espécies de Candida. Tais DEGs estdo envolvidos em
vdrias vias relacionadas as vias de sinalizacdo de TLR e IFN (Figura 9a-b).

Para determinar se essa interag@o entre as vias de sinalizacdo de TLR e IFN esta também
presente na resposta a C. auris, exploramos o unico dataset disponivel analisando a resposta
imune a C. auris e C. albicans (GSE15491177). C. albicans e C. auris modularam de forma
semelhante os niveis de DEGs envolvidos na sinaliza¢do de TLR, incluindo NFKBI, NFKB2,
JUN e DUSPA4, e na sinalizacdo de IFN, como IRFs, GBPs, SOCSI, ISG20, TRIM e IFIT3
(Figura 10a). Em relacdo a C. auris, quando comparamos os DEGs induzidos por esta espécie
com os 1096 genes provenientes dos conjuntos de dados induzidos por C. albicans,
identificamos 237 genes em comum (Figura 10b). A anélise de enriquecimento desses genes
indica que a interacdo entre as cascatas de sinalizagdo de TLR e IFN € uma caracteristica

imunolégica consistente em resposta a essas duas espécies de Candida (Figura 10c).
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Figura 9. DEGs em comum associadas a TLR e IFN e respectivas vias enriquecidas apds estimulo com
outras espécies de Candida. Diagrama de Venn mostrando a sobreposi¢io transcricional entre os DEGs
associados a TLR (a) e IFN (b), bem como as vias de sinalizacio enriquecidas em resposta a espécies de Candida
ndo-albicans (C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis) em comparagdo com C. albicans.
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Figura 10. Padrao de expressao e sobreposicao entre DEGs induzidas por C. albicans e fungo multiresistente
C. auris. a, mapas de calor circulares com valores de expressdo de DEGs transformados em log2. Compara-se a
expressdo de DEGs associados as vias de sinalizacdo de TLR (painéis esquerdos) e IFN (painéis direitos)
induzidas por C. albicans (mapas de calor verde/cinza) ou C. auris (mapas de calor amarelo/cinza) todos do dataset
GSE154911. Pequenos mapas de calor circulares (azul/cinza) demonstram DEGs comuns modulados por C.
albicans e C auris. b, diagrama de Venn mostrando a sobreposi¢do transcricional (uma intersec¢ao contendo 237
DEGs compartilhados) induzida por C. auris e C. albicans. ¢, Dotplot de vias de sinalizacdo enriquecidas pelos
237 DEGs compartilhados.

4.6 Erros inatos de imunidade corroboram a interacao entre as cascatas de sinalizacao

de TLR e IFN

Com objetivo de avaliar a relevancia clinica dos genes associados a TLR e IFN e vias
moleculares consistentemente moduladas por espécies de Candida spp., pesquisamos por genes
associados a EII relacionados a suscetibilidade humana a candidiase e candidiase mucocutanea,
conforme descrito por Tangye e colaboradores®. Para esta andlise, incluimos apenas mutacdes,
mas ndo polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, do inglés single nucleotide
polymorphism).

De acordo com a literatura, encontrou-se 100 genes cujas variantes atendem ao critério
descrito. O Anexo A consta a lista destes genes bem como os artigos de referéncia para tal
associacdo. Tais genes foram, entdo, comparados com os 1096 genes que enriqueceram oS
processos bioldgicos comuns ativados por C. albicans e, assim, utilizados para formar uma rede
de interagdo protefna-proteina altamente interconectada (Figura 11a). E importante notar que
dentro deste conjunto de 1096 DEGs, 34 dos genes descritos na literatura e associados a Ells
também estdo em comum; e embora os 66 genes restantes nao tenham sido identificados nos
datasets, ainda sim encontram-se altamente conectados com os DEGs nesta rede, demonstrando
que, mesmo na auséncia de intersecao, ha interagdes significativas.

Além disso, segundo andlises de interferoma, 878 genes dos 1096 ja foram descritos
associados a sinalizacdo em vias de interferon, principalmente tipo I e II (Figura 11b), exibindo

a relevancia desta via na interacdo com os genes encontrados.
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Figura 11. Interactoma das vias de sinalizacdo de enriquecimento de DEGs envolvidas na resposta imune
anti-Candida e sua associacio com EII. a, Relacdes (linhas) entre os 1096 DEGs (n6s) encontrados em todos os
estudos. Sub-redes (semicirculos) representam genes com numero interagdo acima de 200 pares entre os 1096
(coloridos em azul), além genes associados com EII causando aumento da suscetibilidade a candidiase, sendo 34
genes de nds roxos compartilhados com o grupo de 1096 DEGs, enquanto os 66 nés verdes representam aqueles
ndo encontrados nos conjuntos de dados de Candida. Quadrados e circulos coloridos representam a localizacdo
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celular dos genes. b, Diagrama de Venn de tipos de interferon associados ao grupo de 1096 DEGs. A andlise do
interferoma revelou 878 genes regulados por IFN modulados tanto pelo IFN tipo I, IT e III.

4.7 DEGs associados a vias de sinalizacao TLR e IFN presentes entre datasets de

microarray, RNAseq e sequenciamento de células inicas

Finalmente, revisitamos os dados de scRNAseq e encontramos 11 DEGs associados a TLR
e 23 relacionadas a IFN presentes entre os DEGs de WBCs, PBMCs e/ou moDCs identificados
por datasets de microarray e RNAseq. Assim, a alteracdo génica associada a TLR e IFN ndo é
uma caracteristica particular de uma populagdo de células leucocitarias especifica, pois C.
albicans ativou essa rede em diferentes células inatas (mondcitos, NK e pDCs) e adaptativas
(linfécitos CD4 +,CD8 + e CD19 +) identificadas pelo conjunto de dados scRNAseq. A Figura
12a-b ilustra esses 34 genes presentes nas subpopulagdes de leucdcitos e aqueles que constam
nos datasets de WBCs, PBMCs e moDCs. Em geral, o agrupamento hierarquico de vias
enriquecidas comuns nas subpopulagdes de células identificadas por scRNAseq revelou um
padrdo similar de regulag@o positiva de vias de sinalizacdo associadas a TLR e IFN, formando

agrupamentos (Figura 12¢), conforme demonstrado anteriormente por microarray € RNAseq.
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Figura 12. DEGs associados a vias de sinalizacao TLR e IFN presentes entre datasets de microarray, RNAseq
e scRNAseq. a, Mapa de calor usando valores de expressido de DEGs oriundos de scRNAseg e também presentes
em estudos de microarray e RNAseq; a condi¢cdo da célula e o grupo sdo indicados por cores diferentes. b,
Agrupamento hierdrquico de expressdo média comparando células controles e infectadas por C. albicans. ¢,
agrupamento hierdrquico mostrando vias comuns selecionadas da Figura 3d entre os grupos de células; o tamanho
dos circulos corresponde ao valor de p-ajustado transformado em — Log10, e a intensidade da cor indica o niimero
de genes em cada via entre os grupos de células.
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“If you have committed all things to impacting a life at a time, or impacting a community or
society, then welcome to a life of significance.”
Sunday Adelaja.
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CAPITULO 2 - INVESTIGACAO DE PACIENTES COM SUSCETIBILIDADE A
INFECCOES FUNGICAS SISTEMICAS.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Investigar pacientes brasileiros acometidos por micoses recorrentes de aspecto sistémico,

visando caracterizacdo laboratorial e genética desses pacientes.

5.2 Objetivos especificos

A partir de amostra de sangue venoso periférico coletada de pacientes com suspeita de

erros inatos da imunidade e de acordo com a suspeita diagndstica:
e Avaliar a resposta do Eixo IL-12/IFN-vy;
e Verificar o burst oxidativo realizado por fagdcitos;

e Investigar variantes patogénicas associadas a susceptibilidade a infecgdes fungicas.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Casuistica

Baseado no histérico clinico e familiar, além de exames complementares, selecionamos
pacientes que apresentaram micoses sistémicas. Assim sendo, 8 pacientes foram incluidos no

estudo, cujas principais informacdes encontram-se resumidas na Tabela 3, abaixo.

Tabela 3. Pacientes incluidos na coorte do estudo e suas respectivas informacoes.

Ano Historico Investigacio
ID Sexo Infeccao Estado
Nasc. familiar* genética
P1 M 2010 Histoplasmose Ceard Sim Sim
P2 M 1998 - Ceara Sim Sim
P3 F 2009 Criptococcose Ceard Sim Sim
P4 M 2005 Paracoccoidoidomicose Rio de Janeiro Nao Sim
P5 M 2014  Paraccocidioidomicose Rio de Janeiro Sim Sim
P6 F 2014 Aspergilose Ceari Nio Sim
disseminada
P7 F 2019 Histoplasmose Rio de Janeiro Nio Sim
didi
P M 2021 Candidiase Ceard Nio Sim
disseminada

* pacientes que possuiam ou possuem familiares com infecgdes de repeticdo ou dbitos de causa suspeita ainda
quando criangas. P.: pacientes; m.: masculino; f.: feminino.

O estudo utilizou amostras de sangue destes pacientes, assim como de doadores sadios
(controles experimentais) ndo aparentados que ndo apresentavam doenga infecciosa ou
congénita diagnosticada. A coleta apenas foi realizada mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, no caso de pacientes criancas ou adolescentes,
na presenca de um dos pais ou responsavel legal (CAAE 28130119.0.0000.5467). Os TCLEs
utilizados constam nos Anexos B e C.

Em relacdo a experimentacdo efetuada, o fluxograma abaixo traz os procedimentos
realizados com as amostras dos controles experimentais e pacientes (Figura 9). Vale lembrar
que os ensaios feitos foram de acordo com os parametros ja bem estabelecidos pelo nosso grupo
de pesquisa e, principalmente, como forma de triagem para defeitos associados tais vias, que
sdo importantes na resposta imunoldgica a fungos, além de propiciar celeridade em relacio a

pesquisa genética.
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Figura 13. Fluxograma de experimentacio e inclusdo de pacientes na coorte de estudo.

6.2 Avaliacao do eixo IL-12/IFN-vy

Resumidamente, apds as amostras de sangue periférico do paciente e do controle
experimental serem diluidas com RPMI (Gibco, USA) suplementado (penicilina,
estreptomicina e soro bovino fetal 10%), foram dispostas em placa de 96 pocos de fundo chato,
em volume final de 200 L sendo, em seguida, tratadas com os seguintes estimulos: IFN-y
(1000 UI/mL; Imunokin, Boehringer Ingelheim) e/ou lisado de micobactérias (LM —
provenientes do Laboratério de Imunologia das Infec¢des ICB IV; 2 ug/mL) e IFN-y e/ou
bacilo de Calmette-Guérin (BCG — cepa Moreau, doada pelo Instituto Butanta; 5,33x10%/poco)
para andlise da producdo de IL-12; bem como IL-12 (5 ng/mL; R&D Systems) e/ou LM (10
pg/mL) e IL-12 e/ou BCG (5,33x10%pocgo) para avaliacdo da producdo de IFN-y. Os estimulos

adicionados encontram-se apresentados na Figura 10 abaixo.
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Figura 14. Esquema dos estimulos utilizados para teste do Eixo IL-12/IFN-vy. Na placa para dosagem de IL-
12 foi utilizado IFN-y em combina¢@o com os demais estimulos, enquanto para a dosagem de IFN-vy utilizou-se
IL-12. NE: ndo estimulado; LM: lisado de micobactérias; IFN-vy: interferon y; BCG: bacilo de Calmette-Guérin.

Controle experimental A

A BCG foi cultivada como descrito previamente na literatura®. Basicamente, a BCG
cepa Moreau foram postas para crescer em meio 7H9 suplementado com 10% de ADC
(albumina, dextrose e catalase) em temperatura de 37 °C sob agitacdo constante (200 rpm),
além de medigdo constante de densidade Gtica através de espectrofotometro. Posteriormente as
bactérias foram recuperadas nas fases estacionarias de crescimento, ajustadas as concentragdes
e utilizadas nos testes. As placas com as culturas foram incubadas em estufa CO, (Thermo
Fisher Scientific) por 24 horas para a placa de IL-12, e 48 horas para placa de IFN-y. Assim
sendo, para que o funcionamento da via do Eixo IL-12/IFN-y fosse avaliado, a producdo de
ambas as citocinas foi quantificada utilizando o método de ELISA, de acordo com as instru¢des

do fabricante (BD Biosciences).

6.3 Avaliacao do Burst Oxidativo através da produciao de ROS

Para realizacdo do teste foram utilizados, tanto para pacientes quanto para controles
saudaveis, 6 tubos de poliestireno de fundo redondo SmL especifico para uso em citdmetro de
fluxo (tubo de citometria), divididos em duplicata com os seguintes grupos: “ndo marcados”,
“espontaneos” e “estimulados”. Em seguida, foram adicionados 100ul de sangue total coletado
em tubo de heparina (BD Vacutainer, EUA) em cada tubo de citometria previamente
identificado. Apds realizado a lise dos eritrécitos — adicionado 2mL de tampdo de lise,
incubacdo a 37°c durante 10 minutos, centrifugacao 900g por 10 minutos, lavagem com adi¢ao
500l de PBS —, foi adicionado 2,5ul da solugdo contendo o composto dihydrorhodamine-123
(DHR, 250nm/mL; Sigma-Aldrich) nos tubos “espontaneos” e “estimulados”, seguido de
incubacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, o phorbol 12-myristate 13-

acetate (PMA, 50nM; Sigma-Aldrich), composto que induz ativagdo celular e producdo de
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ROS, foi adicionado nos tubos de células nomeados como “estimulados”, e os tubos foram
incubados por 30 minutos a 37°. Apoés realizagdo de lavagem e ressuspensdo celular, a
oxidacdo do DHR, causada pela presenga de ROS, foi detectada no citometro de fluxo Attune
NXT (Thermo Fisher Scientific). Para a anélise dos dados, foi utilizado o software FlowJo V10

(Tree Star Inc.).

6.4 Obtencao de neutrofilos de sangue periférico

Os neutréfilos humanos foram isolados a partir de sangue periférico coletado em tubo com
heparina (BD Vacutainer, EUA) por sedimentacdo em Dextran (Sigma-Aldrich, EUA) sendo
posteriormente realizada centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare,
Suica). Brevemente, 10 a 15 mL de sangue foram diluidos em 15 mL de Dextran 6% e postos
para sedimentacao por 25 minutos a 37°C. A fracao rica em leucdcitos e com poucos eritrocitos
(camada superior) foi entdo disposta em 12 mL de Ficoll-Hypaque, cuja densidade € de 1,077
g/mL. Em seguida, foi realizada separacdo por centrifugacdo a 900 x g por 20 minutos sem
freio. A parte superior foi entdo desprezada e realizou-se lise hipotonica das hemadcias presentes
no pellet com adi¢ao de 3 mL de dgua destilada estéril gelada seguida do acréscimo de 5 mL
de PBS estéril e centrifugacdo a 600 x g durante 10 minutos. Os neutréfilos foram entdo
ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Life Technologies, EUA), sem vermelho de fenol. A
quantificagdo celular foi feita utilizando cimara hemocitométrica, e a viabilidade celular

avaliada com auxilio de azul de tripan 0,4%.

6.5 Avaliacao da atividade microbicida de neutroéfilos

Ap6s realizada extragdo e contagem dos neutréfilos, adicionou-se 200uL (2 x 105/mL) da
suspensado de células em tubos FACS identificados em triplicata como “teste”, enquanto 200uL.
de meio RPMI 1640 (Life Technologies, EUA) foram adicionados nos tubos “controle”, para
ambos os tempos da cinética (60 e 120 minutos). Paralelamente, as C. albicans previamente
cultivadas em torno de 24 horas em estufa 37°C foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 e
contadas em camara hemocitométrica. Estas foram, entdo, adicionadas nos tubos “controles” e
“testes” no MOI de 2:1 (4 x 10°/mL). Em seguida, respeitando a cinética, os tubos foram
incubados em estufa CO,a 37°C e apds esse periodo adicionou-se Triton X-100 (0,1%, Sigma-
Aldrich) em todos os tubos durante 15 minutos. Posterior a este periodo, uma aliquota de 10

puL de cada tubo diluido previamente em 1:100 foi plaqueada por esgotamento em placas de
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Petri identificadas e contendo meio dgar Sabouraud (Oxoid 1td), estas placas foram incubadas
por 18 a 24 horas a 37°C. Apds o tempo de incubagdo, procedeu-se a contagem das unidades
formadoras de colonia (UFCs) para determinacdo da atividade microbicida dos neutréfilos, que
foi avaliada de acordo com o comparativo entre os individuos e cinética. A analise foi realizada
utilizando Prism 7.00 (GraphPad Software Inc.) e os valores foram, entdo, expressos em UFC

x 10°.

6.6 Reacao da cadeia de polimerase (PCR) para gene G6PD

A reagdo de PCR para gene G6PD foi realizada utilizando dgua Milli-Q Ultra-Pura, 10x
buffer, deoxinucleotideos trifosfato, MgCl (250mM), Taq Polymerase, 2 ul do DNA e os
primers forward (GCAGTGGCATCAGCAAGA) e reverse (AGTGACGGGTGGAGGAGA),
obtidos de Chen e colaboradores®. A reacdo foi realizada no SimpliAmp Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific) nas seguintes condi¢des: 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 60-67°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Uma extensdo final de 10
minutos a 72°C completou a reacdo. Apos a reacdo de PCR e confirmacdo das sequencias
amplificadas em gel de agarose 1,5%, os produtos de PCR foram purificados com utilizacao de
ExoSAP (Thermo Fisher Scientific), conforme as instru¢des do fabricante. As sequéncias
obtidas foram comparadas com as sequéncias disponibilizadas pelo banco de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information) com o auxilio do software BioEdit (Tom Hall,

Ibis Therapeutics).

6.7 Sequenciamento Completo do Exoma e validaciao por Sanger

O DNA genomico foi extraido de sangue com EDTA utilizando o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit de acordo com as instrucdes do fabricante (Promega Corporation). Em seguida,
foi-se realizado o WES (Plataforma NovaSeq 6000 Illumina) em busca de variantes associadas
a clinica e os exames laboratoriais. Variantes com cobertura igual ou menor a 10 reads ou uma
qualidade de SNP em escala Phred menor ou igual a 30 foram desconsideradas. A anélise in
silico das alteracdes genéticas identificadas — mutagdes missense, nonsense, delecdes e
insercdes, € o seu potencial no impacto das variagdes genéticas foi observado por preditores de
patogenicidade in silico como SIFT, MutationTaster e CADD Score. Posteriormente, as
variantes candidatas sugestivas de doencas foram confirmadas pelo sequenciamento de Sanger.

Os polimorfismos foram checados em banco de dados como o 1000 Genome Project, dbSNP,
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ExAC, Exome Variant Server ou GnomaD. As reacOes de sequenciamento, tanto de WES
quanto de Sanger, foram executadas no Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de

Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos pacientes incluidos no estudo

Ao total 8 pacientes foram incluidos em nosso estudo, sendo 3 pacientes do sexo feminino
e 5 do sexo masculino. A mediana de idade dos pacientes € de aproximadamente 8 anos e 6
meses (variacdo de idade de 2 meses a 23 anos). Em relagao as infecgdes fungicas ocorrentes,
2 pacientes apresentaram histoplasmose, 2 paraccocidioidomicose € o restante apresentou
criptococcose, aspergilose e candidiase disseminada. Os pacientes foram encaminhados por
médicos colaboradores da rede BRAGID provenientes de diferentes regidoes do pais, sendo 3
pacientes provenientes da regido sudeste, mais especificamente do estado do Rio de Janeiro,
enquanto os demais do Ceard, regido nordeste do Brasil.

Dos pacientes descritos na Tabela 3, apenas os pacientes P1, P2, P3 e P4 apresentaram
alteracGes nos exames de triagem realizados (avaliagdo do Burst Oxidativo ou avaliacdo do
Eixo IL-12/IFN-vy). Entretanto, devido a fatores como infec¢des fungicas graves de repeti¢ao
em baixa idade, histérico familiar e outras manifestacdes clinicas suspeitas, como doengas
autoimunes ou inflamatdrias, todos os oito pacientes incluidos no estudo foram direcionados
para a investigacdo genética (P1 e P2 serdo discutidos na sessao 7.2; demais casos apresentados
a seguir).

Paciente P3, sexo feminino, nascida a termo, sem consanguinidade. Relato de cinco tios
maternos que morreram na infancia sendo causa da morte, sexo e idade destes desconhecidos.
Mae possui lupus eritematoso sist€émico e pai sauddvel. P3 apresentou os primeiros sintomas
aos 11 anos de idade, com histérico de tosse durante 2 meses, cefaleia, nduseas e vOmitos,
quando foi entdo diagnosticada com pneumonia. Além disso, relato de historico de onicomicose
em maos e pés. Isolamento de cultura de lavado broncoalveolar positivo para Cryptococcus
gattii e PCR multiplex de liquor cefalorraquidiano positivo para Cryptococcus neoformans.
Niveis de imunoglobulina normais. Foi entdo referenciada para realizagao da avaliagao do Eixo
IL-12/TFN-y, cujo resultado alterado encontra-se na Figura 11.

Ademais, a avaliacdo do Burst Oxidativo através da producdo de ROS se mostrou normal,
enquanto a imunofenotipagem de linfécitos realizada demonstrou linfopenia, especialmente nas
populacdes CD3+ e CD4+, com populacdes de linfocito B proximo ao limite inferior (Anexo
D). Por conseguinte, realizou-se WES, sendo que as unicas variantes provavelmente
patogénicas encontradas foram nos genes TNFRSFI3B (c.T310C, p.C104R), STAT5B
(c.C662T, p.T2211) e PIK3R1 (c.1086delA, p.X362X), sendo a P3 € heterozigota para estas.
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Figura 15. Dosagem da concentracio de citocinas em sobrenadante de cultura do Paciente P3. Dosagens
realizadas em 24 horas para placa de IL-12 (gréifico esquerdo) e 48 horas para placa de IFN-y (grifico direito).
NE: ndo estimulado; LM: lisado de micobactérias; IFN-y: interferon-y; BCG: bacilo de Calmette-Guérin.

Paciente P4, sexo masculino, nascido a termo, sem consanguinidade. Histérico de

amigdalite desde o primeiro ano de vida, internado aos 14 anos com aumento da regido cervical

e posteriormente diagnosticado com paracoccidioidomicose ganglionar; teve alta hospitalar

apds tratamento com itraconazol, entretanto internou novamente aos 16 anos com recidiva da

manifestagdo clinica, quando foi encaminhado para avaliagdo do Eixo IL-12/IFN-y, cujo

resultado encontra-se na Figura 12 abaixo, tendo o P4 apresentado baixas dosagens nas

concentragdes de IL-12 e IFN-y. O mesmo foi entdo encaminhado ao WES, entretanto nenhuma

variante patogénica ou EII associados foram identificados.
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Figura 16. Dosagem da concentracio de citocinas em sobrenadante de cultura do Paciente P4. Dosagens
realizadas em 24 horas para placa de IL-12 (gréifico esquerdo) e 48 horas para placa de IFN-y (grifico direito).
NE: ndo estimulado; LM: lisado de micobactérias; IFN-y: interferon-y; BCG: bacilo de Calmette-Guérin.
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Paciente P5, sexo masculino, nascido a termo e sem relato de consanguinidade, foi
diagnosticado com paracoccidioidomicose por bidpsia de ganglio clavicular esquerdo, sendo
refratdrio ao esquema de tratamento realizado com anfotericina B e itraconazol. Relato de
pneumonia recorrente, além de diarreia e artrite. Familia descreveu, ainda, histérico familiar
indicativo com falecimento do irmdo gemelar com 1 ano e 6 meses, bem como do tio materno
falecido aos 5 anos, ambos por pneumonia. Amostras do P5 foram enviadas para execucao da
avaliacao do Eixo IL-12/IFN-y e do Burst Oxidativo, cujos resultados foram normais. Devido
ao histdrico clinico e familiar, sucedemos para investigacdo genética por sequenciamento
Sanger do gene IKBKG (NEMO) em um paralelo com o sequenciamento de um individuo
saudavel, contudo variantes patogénicas ou EII que justificassem os eventos clinicos ndo foram
encontrados. Os exames aqui citados encontram-se no Anexo E.

Paciente P6, sexo feminino, nascida a termo e sem histérico de consanguinidade. Histéria
prévia de pneumonia necrotizante grave aos 11 meses de idade; tratada diversas vezes para
pneumonia, porém sem melhoria. Realizou-se tomografia de térax onde foi evidenciado
imagem de massa fungica com posterior sorologia positiva para Aspergillus niger e Aspergillus
fumigatus, tentativa de tratamento com itraconazol sem sucesso. A P6 entao foi encaminhada
para realizacdo da avaliacdo do Eixo IL-12/IFN-y e do Burst Oxidativo, cujos resultados foram
normais (Anexo F); porém, por conta do histérico clinico, realizou-se sequenciamento por
WES, no qual ndo foram evidenciadas variantes patogénicas ou EII associados ao fenétipo.

Paciente P7, sexo feminino, nascida a termo e sem histérico de consanguinidade, internou
com infeccdo grave por SARS-CoV-2, evoluindo posteriormente com sindrome
hemofagocitica, ndo respondendo ao tratamento. Realizaram identificacdo de infecgao
disseminada grave por Histoplasma spp.. Referenciada para avaliacdo do Eixo IL-12/IFN-y e
do Burst Oxidativo, entretanto resultados foram normais (Anexo G). Devido a severidade do
caso associada a idade da P7, realizou-se sequenciamento por WES, no entanto variantes
patogénicas ou EII ndo foram encontrados.

Paciente P8, sexo masculino, nascido a termo e filho de primos de segundo grau. Com um
més de vida apresentou quadro de choque séptico de foco abdominal, tendo sido isolado
Salmonella spp., apresentou ainda pneumonia grave por C. parapsilosis, cujo isolamento foi
realizado em aspirado traqueal. Além disso, durante internamento, teve crises convulsivas,
sendo que exame de ressonancia magnética de cranio evidenciou lesdes sugestivas de abcessos

cerebrais, possivelmente fungicos. A avaliagdo do Burst Oxidativo apresentou resultado dentro
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da normalidade (Anexo H), assim como o posterior sequenciamento por WES realizado nao

evidenciou variantes patogénicas ou EII.

7.2 Caso de Deficiéncia na Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

7.2.1 Historico familiar e clinico

Paciente P1, sexo masculino, nascido a termo e de familia sem histérico de
consanguinidade. Deficiéncia de G6PD identificada aos 6 meses de vida por dosagem da
enzima G6PD, momento em que apresentava crise hemolitica, palidez e anemia graves. A mae
referiu-se a outros dois filhos que vieram a 6bito por infec¢des fuiingicas disseminadas, dos quais
apenas um havia realizado teste de atividade enzimdtica G6PD, sendo esta alterada. O P1
apresentou sintomas clinicos aos 8 anos e 11 meses, cursando com pneumonia grave por
Histoplasma spp., além de artrite, sepse e crises hemoliticas recorrentes. Exibiu melhoria no
quadro ao ser tratado com anfotericina B. A avaliacdo clinica e tratamento foram realizados no
Hospital Infantil Albert Sabin, localizado em Fortaleza — CE, sob supervisdao da Dra. Janaira
Fernandes. Aos 10 anos de idade, o P1 foi encaminhado para investigacao pelo nosso grupo de
pesquisa. Aos 11 anos de idade, o paciente veio a dbito por infec¢do pulmonar grave, sepse €
insuficiéncia respiratoria.

Devido ao 6bito do P1, o prosseguimento complementar do estudo se deu a partir da
convocacao do irmdo deste, sendo paciente P2, sexo masculino, nascido a termo. Defici€ncia
de GO6PD caracterizada durante infancia apds quadros de crise hemolitica, quando foi entao
internado. Até o presente momento do estudo o P2 ndo apresentou quadro de doengas
infecciosas.

A Figura 13 demonstra o heredograma familiar, indicando probandos P1 e P2, bem como
outros membros da familia. Além do P1, individuos II. 3 e II. 5 também vieram a &bito,
entretanto dentre estes dois apenas o ultimo realizou dosagem da atividade enzimdtica de
G6PD, cujo resultado foi alterado — razdo pela qual inferiu-se que este era afetado pela mesma

variante que serd discutida adiante.
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Figura 17. Representacio do heredograma familiar dos pacientes P1 e P2 (II. 1 e I1.2). P1 e P2 estdo indicados
por setas. Os individuos afetados e portadores de alteragdes no gene G6PD foram confirmados por dosagem da
atividade enzimdtica de G6PD e/ou sequenciamento de Sanger, sendo o resultado mostrado posteriormente.

7.2.2 Avaliacao da producao espécies reativas de oxigénio

Uma das principais razdes associadas a suscetibilidade a infeccdes em pacientes com
deficiéncia em G6PD seria a resposta defeituosa durante a producdo de ROS, principalmente
em variantes mais graves, em que a atividade enzimadtica se encontra abaixo dos 10%%”. Com
base nisso, realizamos avaliagdo da producdo de ROS dos pacientes P1 e P2, bem como da sua
mae (Figura 14). Como pode ser observado, mesmo apds o estimulo com o PMA, potente
indutor da geracao de ROS, tanto P1 quanto P2 apresentaram baixa produg¢dao de ROS em
comparagao com o controle experimental, enquanto a mae apresentou resposta caracteristica de

portadora, exibindo duas populagdes celulares produzindo quantidades distintas de ROS.
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Figura 18. Ensaio de DHR realizado para individuos I. 2 (mae), I1.1 (Paciente P1) e II. 2 (Paciente P2).
Individuo I. 2 apresenta padrdo de portadora da sindrome, caracterizada pela apresentagcdo de duas populagdes
celulares distintas no que se refere a produg¢@o de ROS. Enquanto individuos II. 1 e II. 2 possuem baixa produgao
de ROS quando comparado ao controle experimental.
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7.2.3 Caracterizacio genética da variante G6PD c.1339G>A

Levando em consideracdo que além de defici€ncias graves em G6PD outros EIl também
podem cursar com atividade baixa na producio de ROS*®, realizou-se sequenciamento por WES
do paciente P1 para identificar possiveis variantes patogénicas. Foi identificada a variante
¢.1339G>A, localizada no exon 11 do gene G6PD, cuja alteracio resulta na substitui¢cao do
aminodcido glicina pelo aminoécido arginina no residuo 447 (p.G447Arg) da proteina G6PD.
Tal variante € descrita na literatura e também pelas andlises in silico como patogénica
(Polyphen2 = 1, Sift = 0, MutationTaster = 0,99), sendo conhecida como G6PD Santiago de
Cuba — local em que foi relatada pela primeira vez®.

De modo a realizar a confirmagao da variante encontrada no WES, fez-se sequenciamento
por Sanger, tanto dos pacientes P1 e P2 quanto da mae e irmas. O painel de cromatograma
abaixo (Figura 15) demonstra o resultado do Sanger a partir do sequenciamento do exon 11 do
gene GO6PD; nota-se que P1 (II.1) e P2 (II. 2) apresentam a troca dos pares de base associados
a variante c.1339G>A, sendo hemizigotos para tal, enquanto a mae e duas de trés irmas (1.2, II.
6, I1.7) apresentam-se como portadoras para a variante em questdo, confirmando assim o

resultado do WES.
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Figura 19. Cromatograma representativo do sequenciamento do exon 11 do gene G6PD. Anilise genética
por Sanger confirmando variante ¢.1339G>A em hemizigose nos individuos II. 1 (P1) e II. 2 (P2), além de
condicdo de portador para individuos I. 2,11. 6 e II. 7.
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7.2.4 Ensaio de atividade microbicida de neutrdfilos

A atividade microbicida foi avaliada em um comparativo entre neutréfilos de um controle
experimental saudéavel e do P2. Para um individuo saudavel espera-se que haja um decréscimo
na quantidade de UFCs conforme a cinética do experimento, uma vez que as células, neste caso
neutré6filos, em contato com as C. albicans, desempenhardo atividade microbicida tanto pela
liberacdo de NETs quanto pela inducdo do complexo NADPH-oxidase®. Entretanto, foi
possivel observar que os neutréfilos do P2 apresentam atividade microbicida reduzida,
acentuada principalmente aos 120 minutos, em que ocorre maior discrepancia quando em

comparagdo ao controle saudavel (Figura 16).
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Figura 20. Avaliacio da funcao microbicida de neutroéfilos em comparativo entre controle saudavel e P2. P2
apresenta atividade microbicida reduzida em comparativo com controle saudavel, sendo esta diferenga marcada
principalmente aos 120 minutos. UFC: unidades formadoras de coldnia.

7.2.5 Analise in silico relacionada a proteina G6PD p.G447R mutante

Para investigar a consequéncia a nivel proteico da variante encontrada, realizou-se uma
andlise preditiva in silico pelo software DynaMut (http://biosig.unimelb.edu.au/dynamut/)®. De
acordo com as andlises, o valor de AAG da proteina mutante, uma medida preditora de
alteracOes de afinidade de ligacdo apds a mutagdo, é de -0.968 kcal/mol, valor que indica a
geracdo de molécula instdvel”'. O quadro esquerdo da Figura 17 apresenta os residuos de
aminodcidos afetados ap0s a substituicao da glicina para arginina (representado pelas cores azul
e vermelho), enquanto o quadro direito demonstra as interacdes presentes em uma proteina

normal em comparativo com a proteina mutante.
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Figura 21. Anadlise de estrutura 3D da proteina normal e da proteina mutante p.G447R G6PD. Anilise
demonstrando residuos afetados pela mudanc¢a do aminoécido glicina para arginina (quadro esquerdo), juntamente
com valor de AAG, que indica instabilidade da proteina gerada. Novas interacdes sdo formadas a partir da

substituicdo da arginina, uma vez que este ¢ um aminodcido com cadeia lateral maior, sendo também menos
flexivel (quadro direito).
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8 DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos datasets disponiveis de transcriptoma em varias subpopulacoes
de leucdcitos. A partir de diversas analises de bioinformatica integradas, identificamos DEGs
comuns, processos bioldgicos e vias de sinalizacdo consistentemente moduladas em resposta a
patogenos fungicos (Candida spp.). Entre esses DEGs, destacamos aqueles envolvidos nas
cascatas de sinaliza¢ao de IFN-a/f3 (por exemplo, ISGs, IRFs, SOCS e GBPs), TLR3.4,7/8 9 ¢
NF-#B mediadas por TRAF, evidenciando que a correlagao de DEGs envolvidos nestes grupos
aumentam apds estimulacdo com C. albicans. Ademais, realizamos também um estudo com
pacientes brasileiros com suscetibilidade a infec¢des fungicas, de modo a identificar possiveis
erros inatos da imunidade associados. Oito pacientes com caracteristicas clinicas distintas e
infecgdes fungicas recorrentes foram incluidos no estudo, sendo que o principal achado foi a
identificacdo de uma familia com deficiéncia de G6PD, a qual é causada por uma variante ainda
nao descrita em pacientes brasileiros, e associada suscetibilidade por histoplasmose
disseminada.

A associagdo entre a ativacdo de PRRs e a produgdo de citocinas pelas células do sistema
imunoldgico € crucial para uma resposta imune adequada a patégenos. Essa associacdo tem
sido bem investigada por estudos individuais ou estratégias destinadas a identificar a assinatura
transcriptomica antifingica’®’792%. Em nosso estudo, foi possivel demonstrar a consistente
interagdo entre PRRs (tais quais CLRs, TLRs e NLRs) e interferons tipo I e tipo II, bem como
de citocinas (por exemplo, TNF e IL-10). Além disso, mostramos também uma interessante
sobreposi¢do entre a resposta imune antiviral e antifiingica, contribuindo para reforgar o papel
do IFN tipo 1 na resposta anti-Candida®'®.

Tem sido sugerido que diferentes TLRs ativam sinergicamente células imunes para, por
exemplo, induzir a expressao de varias moléculas pro-inflamatdrias através da cooperacdo das
vias de sinalizacao NF-xB, IRF, STAT, MAPK e PI3K!%-19, Por um lado, a sinalizacdo de NF-
B induzida por TLR promove a producdo de vdrias citocinas-chave, incluindo IFNs, que
ativam a via de sinalizagdo mediada por STATI1'%. Por outro lado, o IFN-y promove a
expressao de genes que codificam TLRs!5-18, Os IFNs também potencializam a transcri¢ao de
genes induzida por TLR criando abertura de cromatina por meio de acetilagao de histonas o que
permite a ligacdo de fatores de transcricdio como STATI e IRF-1 em promotores e
intensificadores em loci de TNF, IL6 e IL12B*.

E vilido pontuar que nosso estudo de andlises de bioinformatica tem algumas limitacoes

que precisam ser consideradas. Variagdes relacionadas aos diferentes estudos, incluindo as
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diferentes cepas de C. albicans utilizadas, a variacdo nos tempos de estimulacdo in vitro, a
multiplicidade de infec¢ao (MOI, do inglé€s multiplicity of infection) aplicada e as condi¢des
dos organismos (mortos/inativados pelo calor ou vivos) devem ser levadas em consideracao.
Esses fatores podem afetar a resposta imune do hospedeiro de diferentes maneiras!®. Sendo
assim, é importante que estudos futuros abordem o impacto desses fatores na dindmica
transcricional em resposta a Candida.

Digno de nota, estudos recentes sugerem que a indugdo especifica de respostas de IFN
tipo I a espécies de Candida nédo se limita apenas as células imunes, uma vez que estudos in
vivo confirmam o papel do IFN tipo I na resposta de células epiteliais do hospedeiro contra C.
albicans'*!'"'. Em concordancia, outro estudo evidenciou que a resposta de IFN tipo I também
¢ induzida por células epiteliais vaginais a uma variedade de espécies de Candida''>. No
entanto, enquanto essa resposta mostrou um papel protetor nos estagios iniciais da infec¢ao,
efeitos opostos (como dano tecidual) foram observados nos estagios posteriores. Esse conjunto
de evidéncias corrobora com diversos estudos que mostram que os IFNs podem desempenhar
papéis benéficos ou prejudiciais na defesa do hospedeiro contra a candidiase. Ou seja, embora
essas citocinas sejam essenciais para controlar o desenvolvimento de infec¢des graves por
Candida spp., promovendo a a¢do inflamatoria dos fagdcitos, a ativacao descontrolada dessas
células por IFNs durante a sepse pode contribuir para o dano tecidual fatal!'3-!, Portanto, a
compreensdo da rede TLR-IFN durante diferentes momentos de infec¢do por Candida spp.
fornecera informacdes valiosas para o manejo clinico dos pacientes.

E importante notar que entre os DEGs consistentemente identificados estdo aqueles
previamente associados a EIl que aumentam a suscetibilidade do hospedeiro a infecgdes
fungicas, dentre os quais estavam o gene G6PD ou até mesmo outros associados a candidiase
mucocutanea cronica. Os Ells representam um campo de pesquisa essencial que tem sido muito
util para investigar modelos de suscetibilidade humana a infec¢do!'''?. Dos 430 ElIls
moleculares definidos recentemente resumidos pelo Comité de Especialistas da IUIS, mais de
20 sindromes foram reconhecidas como relacionadas a suscetibilidade a infec¢des flingicas?!.
Constatou-se, entdo, a relevancia dos eventos de interagdo caracterizados por nossa andlise,
aumentando a compreensdo de vias imunoldgicas consistentes essenciais para a resposta imune
a infeccoes por Candida.

Para além disso, estudos de coorte com pacientes que possuem susceptibilidade a infecgdes
representam importante possibilidade na caracterizagdo de tais Ells. Em nossa coorte de

pacientes, foi possivel verificar diferentes infec¢des fungicas, dentre as quais histoplasmose (P1
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e P6), paracoccidioidomicose (P4 e P5), criptococose (P3), aspergilose (P6) e candidiase (P8)
disseminadas; esta diversidade de micoses e a distribuicao regional observada estd de acordo
com a prevaléncia estimada abordada anteriormente®. Além disso, a mediana de idade dos
pacientes foi de aproximadamente 8 anos e 6 meses, coincidindo com o fato de que
normalmente os defeitos congénitos no sistema imunoldgico e suas consequencias aparecem
ainda nos primeiros anos da infincia, estdgio em que normalmente € realizado o diagndstico'?°.

No entanto, apesar da clinica sugestiva associada a baixa idade, bem como de alguns
exames alterados, dentre os oito pacientes apenas quatro (P1, P2, P3) apresentaram variantes
patogénicas em algum componente do sistema imunoldgico. A auséncia de variantes
identificadas nos demais pacientes, para além da possibilidade destes de fato ndo possuirem
nenhum EII, sugere também uma limitacdo da técnica, uma vez que variantes podem ocorrer
também em regides ndo codificantes do genoma e, assim, nao serem identificadas pelo WES,
indicando que mais estudos sdo necessarios!'?!.

Em relacdo aos irmaos P1 e P2, sabe-se que o gene G6PD localiza-se no cromossomo X,
assim sendo deficiéncias associadas a este gene traduzem-se clinicamente mais prevalentes em
homens, como observamos nesta familia'??. As variantes mais presentes no Brasil sio G202A,
A376G e C563T, estas cursando com quadros clinicos de moderado a grave, em que a principal
manifestagdo clinica é anemia hemolitica, por conta da auséncia ou diminuicdo do papel
protetivo que esta via exerce relacionada aos agentes oxidantes!?*. No entanto, a variante aqui
evidenciada, sendo esta G6PD c.1339G>A — também conhecida como Santiago de Cuba®, é
uma variante classificada como do tipo I, ou seja, compde a classe de variantes mais graves no
espectro de G6PD, cuja atividade enzimatica chega a ser menor que 10%, o que explica o
fenétipo clinico e resultados alterados nos exames realizados.

Como anteriormente exposto, esta baixa atividade enzimadtica explicaria a razao pela qual
pacientes com deficiéncias graves em G6PD apresentam resposta defeituosa durante produgao
de ROS, os deixando propensos ao desenvolvimento de quadros infecciosos®’. A partir da
andlise da produgdo de ROS em nossos pacientes, foi de fato possivel confirmar que esta
afirmacao também € valida para a variante Santiago de Cuba, uma vez que P1 e P2 apresentaram
producdo inadequada dessa substancia. Esta alteracdo na produgdo de ROS ocorre porque uma
das fontes essenciais de NADPH dos fagdcitos € a via das hexoses monofosfato, dentre as quais
a G6PD € uma das principais enzimas, jd que esta catalisa a reacdo que converte glicose-6-
fosfato em 6-fosfoglucolactona, a0 mesmo passo que reduz NADP+ em NADPH. Ou seja, na

auséncia ou baixa atividade da enzima, pouco NADPH encontra-se disponivel para o
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prosseguimento das reacdes de metabolismo oxidativo a nivel do complexo NADPH-oxidase
em fagdcitos, conforme descrito por Rosa-Borges e colaboradores!*. Além disso, P2
apresentou, ainda, atividade microbicida a C. albicans defeituosa quando comparado com o
controle experimental, isto provavelmente devido aos baixos niveis de ROS presentes, sendo
estes necessdrios para execugdo da morte de microrganismos®’.

Ademais, Shannon e colaboradores'®, ao discorrerem sobre diversas variantes classe I em
G6PD, atentaram-se ao fato de que a substituicdo G447R, apresentada por nossos pacientes,
ocorre proxima a uma ponte dissulfeto, importantes estruturas associadas a estabilizagdo
proteica, discorrendo, entdo, que seria improvavel esta estrutura ser formada adequadamente
na auséncia da glicina, um aminodcido pequeno e flexivel. Esta evidéncia corrobora, assim,
para uma possivel explicagdo do porqué as enzimas destes pacientes possuem baixa atividade
e, além disso, vai de encontro a nossa andlise in silico, em que indicamos que a mesma
apresenta-se com grau de instabilidade, devido a um enrijecimento da estrutura da proteina
mutante.

Apesar de ndo haver descricdo na literatura associando a deficiéncia de G6PD com
suscetibilidade a histoplasmose disseminada — sendo 0 nosso estudo o primeiro que descreve
tal associagdo, pesquisas evidenciam que tais pacientes possuem propensdo a infeccoes
recorrentes, dentre as quais as fungicas*®, como observamos nesta familia. No entanto,
interessantemente, o paciente P2 até o momento ndo desenvolveu nenhum quadro de infecc¢éo,
em contraste aos seus irmaos, que vieram a 6bito devido a estas; levando em consideracio que
os exames realizados demonstram parametros similares, a hipdtese seria a auséncia da
exposicao ambiental.

Outrossim, a paciente P3, apesar da clinica, histérico familiar e resultados de exames
sugestivos, apresentou apenas trés variantes em heterozigose e preditas como patogénicas, das
quais TNFRSF13B (c.T310C, p.C104R) e PIK3RI (c.1086delA, p.X362X) sdo associadas a
denominada Imunodeficiéncia Comum Varidvel (CVID, do inglés Common variable immune
deficiency), além de STAT5B (c.C662T, p.T2211); importante ressaltar que estas deficiéncias
podem cursar com padrdo de heranca autossomica dominante®1?6. Todas essas variantes
associam-se com algum distirbio nos niveis de imunoglobulinas circulantes, sendo este
parametro inclusive necessario para o diagndstico de CVID, cujos pacientes normalmente
possuem hipogamaglobulinemia e infec¢des recorrentes, além de outras manifestacdes'?’. No
entanto, a paciente em questao até o momento nao desenvolveu nenhum quadro primario ou de

caracteristicas secunddrias para nenhuma destas variantes, como exemplo alteragdes em niveis
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de imunoglobulina e déficit de crescimento, como no caso de deficiéncia de STAT5B, além de
outras®!. Assim sendo, inferimos que a mesma possui imunodeficiéncia celular, vide linfopenia
CD3+ e CD4+, com repercussdes funcionais, porém alteragdes em genes de significado incerto,
indicando limitag¢Ges da técnica.

Nosso estudo confirma pesquisas mecanicistas relatadas anteriormente e fornece uma nova
visdo sobre a rede molecular das vias de sinalizacdo de TLR e IFN na resposta imune anti-
Candida. Essas redes precisam ser mais investigadas em outras micoses
(paracoccidioidomicose, histoplasmose e criptococose) e doencgas negligenciadas (dengue,
Zika, leishmaniose e doenga de Chagas) que ocorrem em paises em desenvolvimento!. Além
disso, relatamos o primeiro caso de deficiéncia de G6PD Santiago de Cuba no Brasil, bem como
a primeira associacao entre esta deficiéncia e histoplasmose disseminada. Complementarmente,
fornecemos importantes informacdes a nivel de aconselhamento genético para a familia
acometida com tal EII. Apesar de ndo ter sido possivel o diagndstico conclusivo de parte dos
pacientes aqui relatados, por intermédio do estudo foi possivel fornecer insights e excluir
possibilidades diagndsticas, auxiliando no manejo clinico destes. Em ultima andlise, esperamos
que o presente estudo possa, ao fornecer e reforgar informacgdes, auxiliar na compreensdo da
resposta imunoldgica a fungos, impactando positivamente a vida de pacientes suscetiveis a

estes.
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9 CONCLUSOES FINAIS

Nosso trabalho fornece uma visdo de imunologia de sistemas, revelando uma interagdo de
rede consistente entre as vias de sinalizacdo de TLR e IFN em resposta a Candida spp.. Este
estudo também fornece informagdes sobre o mecanismo imunoldgico sist€émico contra
infecgdes fungicas. Além disso, relatamos o primeiro caso de deficiéncia de G6PD — Santiago
de Cuba no Brasil, bem como a primeira associacdo entre esta deficiéncia e suscetibilidade a
histoplasmose disseminada. O desfecho critico deste caso revela a importancia de diagndsticos
precoces, acesso a exames laboratoriais e educagdo médica, além de estudos que visem avangar
no conhecimento sobre essas patologias, facilitando a identificacdo e diagndstico de novos
fendtipos. Por fim, nosso estudo indica que a exploragdo de abordagens gendmicas funcionais
por meio da aplicacdo de métodos de imunologia de sistemas para investigar Ells fornecera

novas oportunidades para maior compreensao do sistema imunolédgico.
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ANEXO A - Genes descritos associados a suscetibilidade a candidiase

Genes descritos associados a suscetibilidade a candidiase

Lista de Autores Digital Object Identifier (DOI)
genes
ADA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
AICDA Leven et al. (2016) 10.1007/s10875-016-0291-4
ATM Schroeder & Zielen (2014) 10.1002/ppul 22817
BTK Xu et al. (2016) 10.21037/jtd.2016.10.12
CARD9 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
CD25 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
CD40 Marques et al. (2012) 10.1016/j.jac1.2011.10.026
CLEC7A Ferwerda et al. (2009) 10.1056/nejmoa0901053
10.1016/b978-0-12-800100-4.00004-
COROI1A Notarangelo (2014) 0
CYBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
DOCK?2 Alosaimi et al. (2019) 10.1016/j.jac1.2019.02.020
DOCKS Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
G6PD Sanna et al. (2017) 10.4084/mjhid.2017.047
GATA2 Spinner et al. (2014) 10.1182/blood-2013-07-515528
IFNG Doffinger et al. (2004) 10.1086/380453
IFNGRI1 Bustamante et al. (2014) 10.1016/j.smim.2014.09.008
IKBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
IL12B Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (maiores de 18 anos)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Adultos)

ESTUDO: CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DE PACIENTES
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS ACOMETIDOS POR MICOSES
SISTEMICAS

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informagoes necessdarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo neste
estudo sera de muita importdncia para nos, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo causard
nenhum prejuizo a vocé.

DADOS DO PARTICIPANTE
Nome:
Documento de Identidade: Sexo: M[ ] F[ ]
Data de Nascimento: / / Endereco:
N° Compl.: Bairro:
CEP:
Cidade: Estado:
Telefones para contato: () /

E-mail (opcional):

L.Objetivos do estudo - O estudo é necessario para que se possam entender sobre as doengas chamadas
de Imunodeficiéncias Primarias. As Imunodeficiéncias Primarias sdo doengas que acometem o sistema
de defesa (imune) do organismo desde o nascimento, devido a alteragdes genéticas; desta forma, devido
ao enfraquecimento das defesas do organismo, os individuos apresentam susceptibilidade a infecgoes,
dentre estas infec¢des causadas por fungos, tais quais bolores e mofos. Com esse estudo, portanto,
podera ser obtido uma melhor compreensao da resposta de defesa a infec¢des por fungos, informagoes
relevantes para possivel desenvolvimento de novas estratégias de tratamento, bem como de indicadores
de diagnodstico e prognostico, além do aconselhamento genético adequado, objetivando, assim, a
melhora no manejo e qualidade de vida dos pacientes afetados. Neste trabalho, serd avaliado o
funcionamento das células sanguineas importantes para a eliminagdo de microrganismos causadores de

doengas.

I1.Quem € convidado a participar do estudo - Estdo sendo convidados a participar do estudo pessoas
do sexo feminino e masculino, que (se enquadram nos parametros descritos pela Fundagdo Jeffrey
Modell e Cruz Vermelha Americana, adaptados para o nosso meio pelo Grupo Brasileiro de

Imunodeficiéncias (BRAGID). Eventos de infeccao ativa e/ou neoplasia, insuficiéncia renal ou hepatica,
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pacientes portadores do virus HIV ou tratados com corticosteroides, além de outras doengas
correlacionadas, serdo usados como critério de exclusdo, uma vez que se enquadram em quadro de

susceptibilidade a infec¢des, interferindo com a suspeita de Imunodeficiéncias Primarias.

Como seri feito o estudo — Para participar deste estudo vocé tera que ao local da coleta indicada pelo
médico responsavel (centro de coleta ou hospital) uma Unica vez e sua participagdo comegara somente
apos a assinatura deste documento.

Beneficios para o participante - A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de tratamento e ndo
havera nenhum custo para vocg.

Assisténcia e indenizacdo ao participante — Para participar da pesquisa vocé ndo recebera nenhum
valor, somente serdo ressarcidas as despesas que vocé vier a ter com condugdo ou alimentacao, se for o
caso. O participante recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for
necessario e avaliado por profissional competente, em caso de danos decorrentes da pesquisa.

Desconfortos e riscos esperados - Sera realizada uma coleta de 15 mL de sangue periférico por pungao
venosa do (a) voluntario (a). O sangue sera colhido por um enfermeiro ou técnico de enfermagem. As
amostras serdo sempre colhidas com assepsia local e com uso de seringas, agulhas ou tubos de coleta de
sangue estéreis e descartaveis. Com isso, 0s riscos para os participantes serdo minimos. Podera haver
desconforto no momento da coleta. Apds a coleta, recomenda-se que o paciente permaneca com o brago
estendido para que ndo haja formagdo de como dor local, hematoma, vermelhidao na pele, inflamagao.

Interrupc¢io na participacao do estudo - A participagdo nesse estudo € voluntaria. Se vocé escolher
ndo participar seus direitos serdo preservados e ndo sofrera nenhum tipo de punicdo. Se decidir
participar, vocé podera se retirar do estudo a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou recusar
qualquer procedimento, nesse caso, por favor, comunique a equipe do estudo.

Garantia de acesso — A qualquer momento, se vocé tiver alguma preocupagdo ou duvidas sobre a
pesquisa, podera entrar em contato com o responsavel pelo estudo. Podera também contatar a Secretaria
da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — ICB/USP, no telefone (11) 3091-7733 ou
através do e-mail cep@ich.usp.br, de segunda-feira a sexta-feira das 8:00-11:30 e das 14:00-16:00 ou o
pesquisador responsavel pela pesquisa Ranieri Coelho Salgado no telefone (11) 3091-7435 para
recursos ou reclamacdes em relag@o ao presente estudo.

Esclarecimento sobre o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP (https://ww2.icb.usp.br/icb/cepsh/) e o Conselho Nacional de Etica em Pesquisa —

CONEP (http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html): Ambos s3o comités que
avaliam os aspectos éticos de projetos que envolvem amostras humanas, como este que vocé esta sendo

convidado a participar. O CEP ¢ o comité local e o CONEP ¢ nacional. Ambos possuem profissionais
de varias areas para que a avaliacdo dos projetos seja o mais fidedigno possivel. Este projeto foi enviado
ao CEP para aprovacdo antes de ser apresentado a voceé.

Direito de confidencialidade - Todas as informag¢des deste estudo sdo confidenciais. Seu nome ou
qualquer dado que possa identifica-lo ndo serd publicado na divulgacao dos resultados. Somente pessoas
que fazem parte da equipe da pesquisa poderdo ter acesso aos seus registros. Esse acesso sera utilizado
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para realizar, acompanhar a pesquisa e analisar os dados obtidos. As normas brasileiras que o protegem
serdo respeitadas.

Vocé tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no momento em que
desejar sem necessidade de qualquer explicacdo. A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a sua saude
ou bem-estar fisico e ndo ira interferir no atendimento ou tratamento médico que vocé€ possa estar
recebendo;

Caso desejar, podera tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa.

Armazenamento do material coletado (Biorrepositorio) - As amostras do material que vocé doou para
este estudo serdo utilizadas para analisar o funcionamento das células sanguineas importantes para a
eliminagdo de microrganismos causadores de doengas. Apds o processamento das amostras podera
havera sobra desse material que iremos armazenar para futuras pesquisas. Todo material sera
identificado apenas com um codigo (o nome do participante ndo sera utilizado) e ndo podera ser
vendido nem utilizado para fazer produtos comerciais. O processamento das amostras sera feito por
especialistas em laboratorio de modo a separar partes importantes de sua amostra para os projetos. O
armazenamento destas amostras estd incluso na participagdo do estudo. Se vocé ndo concordar que
suas amostras sejam armazenadas, por favor informe a equipe que vocé prefere ndo participar. Se vocé
concordar em participar, a qualquer momento podera mudar de ideia em relagdo a autorizagdo do
armazenamento das amostras. Caso mude de ideia, telefone ou escreva para o responsavel pela pesquisa
do estudo para informa-los. A partir de entdo as amostras ndo serdo disponibilizadas para pesquisa e
serdo destruidas. E importante que vocé saiba que para utilizar essas amostras armazenadas no futuro,
o pesquisador tera que apresentar um novo projeto de pesquisa para ser analisado e aprovado pelo
Comité de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. O material biolégico obtido para
esta pesquisa serd armazenado de acordo com as normas do Conselho Nacional de Satide que regulam
o armazenamento de material biologico humano ou uso de material armazenado em pesquisas, e podera
ser armazenado por até¢ 10 anos (Resolugdo 441/2011). Asseguramos que quaisquer dados genéticos
sdo confidenciais e ndo serdo repassados a terceiros como: seguradoras, empregadores, supervisores
hierarquicos, entre outros. Ainda, vocé€ podera escolher se sera informado ou ndo do resultado de
exames e de todos os dados genéticos que resultardo deste projeto. Os dados individuais ndo serdo
publicados de forma a se identificar o participante, em nenhuma hipdtese. Além disso, os dados
genéticos ndo serdo armazenados por pessoa fisica sem a participagdo de institui¢ao idonea responsavel
que garanta sua protegao.

O participante da pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas deste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima pagina do
referido Termo.

O pesquisador responsavel devera, da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.
O TCLE sera emitido em duas copias, sendo que uma copia ficard com o participante da pesquisa e a
outra com o pesquisador responsavel.

Este convite esta de acordo com a Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim sobre o estudo “CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DE PACIENTES
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS ACOMETIDOS POR MICOSES
SISTEMICAS”. Eu discuti com os pesquisadores responsaveis e esti claro para mim quais sio os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, quais sdo seus desconfortos, riscos ¢ a
garantia de confidencialidade dos meus dados. Entendo que sempre que eu tiver duvidas elas serdo
esclarecidas e que minha participag@o ¢ isenta de despesas. Concordo voluntariamente em fazer parte
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Concordo que o material colhido possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pelo
Comité de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha manifestacio seja
positiva, poderei retirar essa autorizag¢@o a qualquer momento sem qualquer prejuizo para mim.

() Sim ou ( ) Nao
Resultados da pesquisa:
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Nome do participante:
(como escrito no documento de identidade)

Assinatura do participante: Data  / /

Testemunha (para casos de participantes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual):

Testemunha 1:
Nome / RG / Telefone

Testemunha 2:
Nome / RG / Telefone

DECLARACAO DO PESQUISADOR
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
deste voluntario para a participagao neste estudo e forneci uma copia ao participante deste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do profissional que obteve o consentimento:

Assinatura: Data / /
Ranieri Coelho Salgado
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (menores de 18 anos)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Responsavel por menor de idade)

ESTUDO: CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DE PACIENTES
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS ACOMETIDOS POR MICOSES
SISTEMICAS

Seu/Sua filho/a esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo contém
todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos) fazendo. Leia
atentamente. Caso tenha duvidas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, o documento serd
assinado e so entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboragdo sera muito importante para nos. Mas,
se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum prejuizo, nem a vocé, nem ao/a seu/sua
filho/a.

Eu ,  RG
, abaixo assinado, concordo de livre e espontanea vontade que meu/minha

filho/a nascido/a em /

/ , seja participante do estudo “CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DE

PACIENTES BRASILEIROS COM IMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS ACOMETIDOS
POR MICOSES SISTEMICAS”. Declaro que obtive todas as informagdes necessarias e que todas as
minhas duvidas foram esclarecidas.

L O estudo € necessario para que se possam entender sobre as doengas chamadas de
Imunodeficiéncias Primarias. As Imunodeficiéncias Primarias sdo doencas que acometem o
sistema de defesa (imune) do organismo desde o nascimento, devido a alteragdes genéticas;
desta forma, devido ao enfraquecimento das defesas do organismo, os individuos apresentam
susceptibilidade a infecgdes, dentre estas infecgdes causadas por fungos, tais quais bolores e
mofos. Com esse estudo, portanto, podera ser obtido uma melhor compreensdo da resposta de
defesa a infecg¢des por fungos, informagdes relevantes para possivel desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento, bem como de indicadores de diagnodstico e prognoéstico, além do
aconselhamento genético adequado, objetivando, assim, a melhora no manejo e qualidade de
vida dos pacientes afetados. Neste trabalho, serd avaliado o funcionamento das células
sanguineas importantes para a eliminac¢ao de microrganismos causadores de doengas.

IL. Sera realizada uma coleta de 15 mL, equivalente a duas colheres de sopa, de sangue periférico
por puncdo venosa do (a) voluntario (a) no braco ou, se necessario, na mao. O sangue sera
colhido por um enfermeiro ou técnico de enfermagem. As amostras serdo sempre colhidas com
assepsia local e com uso de seringas, agulhas ou tubos de coleta de sangue estéreis e
descartaveis. Com isso, os riscos para os participantes serao minimos. Podera haver desconforto
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no momento da coleta. Apos a coleta, recomenda-se que o paciente permanec¢a com o brago
estendido para que ndo haja formacdo de como dor local, hematoma, vermelhiddo na pele,
inflamacao

Nem vocé, nem seu/sua filho/a recebera nada para participar deste estudo, assim como a
participacdo neste estudo ndo tem objetivo de tratamento e serd sem custo algum para vocé.
Caso tenha alguma despesa com transporte, estas serao ressarcidas para vocé.

O participante recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for
necessario e avaliado por profissional competente, em caso de danos decorrentes da pesquisa.
Ainda, caso seja necessario, o participante poderd requerer indenizagdo por eventuais danos
decorrentes da participagao no estudo.

Tem a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no momento em que
desejar, sem necessidade de dar qualquer explicagdo. A desisténcia ndo lhe causara nenhum
prejuizo, nem (a) seu/sua filho(a), nem interferira no atendimento ou tratamento médico a que
ele (ela) estiver sendo submetido;

Todas as informagdes deste estudo sdo confidenciais. Nem seu nome, nem de seu filho(a) ou
qualquer dado que possam identifica-los ndo sera publicado na divulgacdo dos resultados.
Pessoas que fazem parte da equipe da pesquisa poderao ter acesso aos seus registros. Esse acesso
sera utilizado para realizar, acompanhar a pesquisa e analisar os dados obtidos. As normas
brasileiras que o protegem serdo respeitadas.;

Caso deseje, podera tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;

Poder4 contatar a Secretaria da Comissio de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — ICB/USP
- no Fone 3091.7733 de segunda-feira a sexta-feira das 8:00-11:30 e das 14:00-16:00 (e-mail:
cep@ich.usp.br) ou o pesquisador responsavel pelo projeto (Prof., Dr. Antonio Condino Neto
no telefone (11) 3091-7435 para recursos ou reclamagdes em relagdo ao presente estudo.

As amostras do material que vocé doou para este estudo serdo utilizadas para analisar o
funcionamento das células sanguineas importantes para a eliminacdo de microrganismos
causadores de doencas, bem como para a vacina BCG. Apds o processamento das amostras
podera haver sobra desse material que iremos armazenar para futuras pesquisas; este material
sera armazenado em freezer -80°C na biblioteca de amostras do Laboratorio de
Imunodeficiéncias Humanas (LIH) no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade
de Sao Paulo (USP). Todo material sera identificado apenas com um cddigo (o nome do
participante ndo sera utilizado) e ndo podera ser vendido nem utilizado para fazer produtos
comerciais. O processamento das amostras sera feito por especialistas em laboratorio de modo
a separar partes importantes de sua amostra para os projetos. O armazenamento destas amostras
esta incluso na participagdo do estudo. Se vocé ndo concordar que suas amostras sejam
armazenadas, por favor informe a equipe que vocé prefere nao participar. Se vocé€ concordar
em participar, a qualquer momento podera mudar de ideia em relagdo a autorizacdo do
armazenamento das amostras. Caso mude de ideia, telefone ou escreva para o responsavel pela
pesquisa do estudo para informa-los. A partir de entdo as amostras ndo serdo disponibilizadas
para pesquisa e serdio destruidas. E importante que vocé saiba que para utilizar essas amostras
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armazenadas no futuro, o pesquisador terd que apresentar um novo projeto de pesquisa para
ser analisado e aprovado pelo Comité de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta
pesquisa. O material biologico obtido para esta pesquisa sera armazenado de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Satide que regulam o armazenamento de material biolégico
humano ou uso de material armazenado em pesquisas, € podera ser armazenado por até 10 anos
(Resolugao 441/2011). Asseguramos que quaisquer dados genéticos sdo confidenciais e nao
serdo repassados a terceiros como: seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos,
entre outros. Ainda, vocé podera escolher se serd informado ou ndo do resultado de exames e
de todos os dados genéticos que resultardo deste projeto. Os dados individuais ndo serdo
publicados de forma a se identificar o participante, em nenhuma hipotese. Além disso, os dados
genéticos nao serdo armazenados por pessoa fisica sem a participagdo de instituicdo idonea
responsavel que garanta sua protegao.

X. O participante da pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as
folhas deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo sua assinatura na
ultima pagina do referido Termo.

XL O pesquisador responsavel deverd, da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido
Termo. O TCLE sera emitido em duas copias, sendo que uma copia ficard com o participante
da pesquisa e a outra com o pesquisador responsavel.

XI1I. Este convite esta de acordo com a Resolugao n° 466, de 12 de dezembro de 2012.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado/a a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim sobre o estudo “CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DE PACIENTES
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS ACOMETIDOS POR MICOSES
SISTEMICAS”. Eu discuti com os pesquisadores responsaveis e esti claro para mim quais sio os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, quais sdo seus desconfortos, riscos ¢ a
garantia de confidencialidade dos meus dados e do meu/minha filho/a. Entendo que sempre que eu tiver
duvidas elas serdo esclarecidas e que minha participagdo ¢ isenta de despesas.

Concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido.

Concordo que o sangue periférico coletado possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado
pelo Comité de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha manifestagao seja
positiva, poderei retirar essa autorizagdo a qualquer momento sem qualquer prejuizo a mim ou ao meu
(minha) filho (a).

() Sim ou ( )Nao

Resultados da pesquisa:
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
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() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Sao Paulo, de de20 .

Nome do Responsavel

Assinatura do responsavel:

Testemunha (para casos de participantes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual):

Testemunha 1:
Nome / RG / Telefone

Testemunha 2:
Nome / RG / Telefone

DECLARACAO DO PESQUISADOR
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
deste voluntario para a participagdo neste estudo e forneci uma copia ao participante deste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do profissional que obteve o consentimento:

Assinatura: Data / /
Ranieri Coelho Salgado
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ANEXO D - Resultados de exames complementares Paciente P3

Exame Resultado

Dihidrorodamina 123

Liberacao: 19/02/2021

Material: Sangue em Heparina (coletado em 17/02/2021)
Método: Citometria de Fluxo
Granulécitos Espontaneos ...
Granulécitos Estimulados

2.312 MFI
134.482 MFI

Imagens anexadas

100

CINM
CJESP
EST

-
4]

50

Percent of Max

10° 10° 10° 10° 10
DHR

Interpretacao
Resultado NORMAL, néo sugestivo para Doenga Granulomatosa Crénica (DGC).

Exame Resultado Valores de referéncia

Imunofenotipagem (células de memoria)
Liberagao: 24/08/2021

Material: Sangue em Heparina (coletado em 19/08/2021)

Método: Citometria de Fluxo

Linfocitos totais ...........ccooeiiiiiiiiicies 1.320 cel/mm?

Linfocitos totais em % .......ccccceeeviciieeeennnns 12,00 %

T CD3 it 70,82 % 934,82 cel/mm3 % (61,1-77,4) | cel./mm3 (1260,4-
2610,1)

TCD4 oo 16,49 % 154,15 cel/mm? % (28,5-44,0) | cel./mm3 (566,4-
1292,5)

CD45RA+CD27+ naive ........cccccceveeuiiuennens 55,64 % 85,77 cel/mm? %(39,8-69,1) | cel.. mm3(272,3-
859,1)

CD45RA-CD27+memoria.central ................ 31,99 % 49,31 cel/mm3 %(26,0-49,5) | cel./mm3(249,9-
452,0)

CD45RA-CD27-memoria.periferica ........... 11,63 % 17,93 cel/mm3 %(2,5-13,1) | cel./mm3(26,0-116,8)

CD45RA+CD27-diferenciacao.terminal ........ 0,62 % 0,96 cel/mm3 %(0,1-1,7) | cel./mm3(0,4-14,4)

T CDB8 .ot 47,84 % 447,22 cel/mm? %(17,1-32,3) | cel./mm3(390,8-
1010,6)

CD45RA+CD27+NAIVE. ...c.oeveevireeriiaiirierienns 53,65 % 239,93 cel/mm? %(27,9-71,2) | cel..mm3(162,4-
585,4)

CD45RA-C27+memoria.central. ................. 32,55 % 145,57 cel/mm? %(15,0-32,3) | cel../mm3(88,7-
294,6)

CD45RA-CD27-memoria.periferica. ............. 6,52 % 29,16 cel/mm? %(2,8-22,3) | cel./mm3(20,5-185,7)

CD45RA+CD27-diferenciacao.terminal. ....... 7,27 % 32,51 cel/mm? %(2,1-25,8) | cel./mm3(8,2-247,6)

B CD19 .o 13,88 % 183,22 cel/mm? %(9,7-20,7) | cel./mm3(236,2-
646,1)

CD27+ MEMOTia ..ccceeereeeeeecirieeeeecieeee e 35,01 % 64,15 cel/mm3 S/R

CD27-naive 63,83 % 116,95 cel/mm?3 S/R

CD56-NK ... 12,54 % 165,53 cel/mm? %(4,2-16,1) | cel./mm3(130,7-

520,5)
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ANEXO E - Resultados de exames complementares Paciente P5

|Anticorpos anti-pneumococos
Liberagao: 12/07/2021

Material: Soro (coletado em 17/06/2021)
Método:ELISA

POS vacina

IgG PS1 0,19 mg/L

IgG PS5 1,90 mg/L

19G PS6 0,33 mg/L

IgG PS9 0,25 mg/L

IgG PS14 0,82 mg/L

IgG PS18 2,40 mg/L

IgG PS23 0,22 mg/L

Nota
Critérios de soroconversao: Niveis iguais ou superiores a 1,3 mg/L contra pelo menos 4 sorotipos.

Exame Resultado

Dihidrorodamina 123
Liberagcao: 18/06/2021

Material: Sangue em Heparina (coletado em 17/06/2021)
Método: Citometria de Fluxo

Granulécitos Espontaneos ...........cccoeeeene 2.024 MFI

Granuldcitos Estimulados ............ccccceeueeee 69.951 MFI

Imagens anexadas

100 DNM

[CJesp
EST

-
2]

Percent of Max

Interpretacao
Resultado NORMAL. N&o sugestivo de Doenga Granulomatosa Crénica (DGC)

RESULTADOS

Dosagem da concentracio de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura. Legenda:
LM = Lisado de micobactérias, BCG = Bacillus Calmette-Guérin.

IL-12 p40 (pg/mL) IFN-y (pg/mL)
Controle Paciente Controle Paciente

Sem estimulo <62,5 <62,5 <31,25 <31,25
LM <62,5 89,3 1198,0 398,78
LM +IL-12 X X 1260,0 1352
LM + IFN-y 9433 1397,6 X X
BCG 230,3 463,7 1261,0 379,0
BCG +1IL-12 X X 1138,0 1232,0
BCG + IFN-y 2125,0 2445,0 X X

Concentragdes normais nas dosagens de IL-12 e IFN-y.
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Exame Resultado

Dihidrorodamina 123
Liberagdo:20/07/2021

Material: Sangue em Heparina

Método: Citometria de Fluxo

Granulécitos Espontaneos . .. .........
Granulécitos Estimulados . . ...........
Imagens anexas

Coleta em: 14/07/2021

13.542 MFI
244.443 MFI

100

-
o

50

Percent of Max

L]
o

Interpretacao
Resultado NORMAL. N&o sugestivo de Doenga Granulomatosa Cronica

RESULTADOS

[CInM
[JEspP

EST

Dosagem da concentracgio de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura. Legenda:
LM = Lisado de micobactérias, BCG = Bacillus Calmette-Guérin.

IL-12 p40 (pg/mL)

IFN-y (pg/mL)

Controle Paciente Controle Paciente

Sem estimulo <62,5 <62,5 <31,25 <31,25
LM 365,047 738,2 752,022 305,12
LM +1IL-12 X X 1369,4 815,8
LM + IFN-y 1903,5 2179,8 X X
BCG 822,13 529,4 635,9 206,7
BCG +IL-12 X X 1273,2 815,1
BCG + IFN-y 2747,1 2107,4 X X

Concentragdes normais nas dosagens de IL-12 e IFN-y.
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ANEXO G - Resultados de exames complementares Paciente P7

Exame Resultado

|RECOLETA_Dihidrorodamina (DHR)
Liberagéo: 22/07/2021

Material: 2° Amostra (coletado em 15/07/2021)
Método: Citometria de Fluxo

Granul6citos Espontaneos ...............cce.eee. 9.040 MFI

Granul6citos Estimulados ..o 264.678 MFI

Imagens anexadas

CNM

[JESP
EST

Percent of Max

Interpretacéao
Resultado NORMAL. N&o sugestivo de Doenca Granulomatosa Crénica (DGC)

RESULTADOS

Dosagem da concentragio de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura. Legenda:
LM = Lisado de micobactérias, BCG = Bacillus Calmette-Guérin.

IL-12 p40 (pg/mL) IFN-y (pg/mL)
Controle Paciente Controle Paciente

Sem estimulo <62,5 <62,5 <31,25 <31,25
LM 94,0 331,3 405,7 109,5
LM +1L-12 X X 1204,0 2089
LM + IFN-y 844,3 2300,6 X X
BCG 827,3 400,0 951,0 66,8
BCG +1L-12 X X 1287,0 873,0
BCG + IFN-y 2170,3 23244 X X

Concentragdes normais nas dosagens de IL-12 e IFN-y.



ANEXO H - Resultados de exames complementares Paciente P8

Dihidrorodamina 123

Liberag&o:20/07/2021

Material: Sangue em Heparina Coleta em: 14/07/2021
Método: Citometria de Fluxo

Granulocitos Espontaneos . . .......... 8.943 MFI

Granulécitos Estimulados . .. .......... 75.665 MFI
Imagens anexas

100 D NM
[JEsP

EST

Percent of Max
n =

a
o

10 10° 10" 10° 10

DHR

Interpretacao
Resultado NORMAL. Nao sugestivo de Doenga Granulomatosa Crénica

88
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ANEXO I - Publicacgoes e participacao em artigos cientificos

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

OPEN The network interplay of interferon
and Toll-like receptor signaling
pathways in the anti-Candida
immune response

Ranieri Coelho Salgado®*, Dennyson Leandro M. Fonseca?, Alexandre H. C. Marques?,
Sarah Maria da Silva Napoleao', Tabata Takahashi Franca®, Karen Tiemi Akashi?,

Caroline Aliane de Souza Prado?, Gabriela Crispim Baiocchi?, Desirée Rodrigues Plaga?,
Gabriel Jansen-Marques’, Igor Salerno Filgueiras®, Roberta De Vito*, Paula Paccielli Freire?,
Gustavo Cabral de Miranda?, Niels Olsen Saraiva Camara’, Vera Licia Garcia Calich?,

Hans D. Ochs®, Lena F. Schimke?, Igor Jurisica®’, Antonio Condino-Neto' & Otavio Cabral-Ma
rques”"*’-'

Fungal infections represent a major global health problem affecting over a billion people that kills
more than 1.5 million annually. In this study, we employed an integrative approach to reveal the
landscape of the human immune responses to Candida spp. through meta-analysis of microarray,
bulk, and single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) data for the blood transcriptome. We identified
across these different studies a consistent interconnected network interplay of signaling molecules
involved in both Toll-like receptor (TLR) and interferon (IFN) signaling cascades that is activated

in response to different Candida species (C. albicans, C. auris, C. glabrata, C. parapsilosis, and C.
tropicalis). Among these molecules are several types | IFN, indicating an overlap with antiviralimmune
responses. scRNA-seq data confirmed that genes commonly identified by the three transcriptomic
methods show cell type-specific expression patterns in various innate and adaptive immune cells.
These findings shed new light on the anti-Candida immune response, providing putative molecular
pathways for therapeutic intervention.

Fungal infections, including the emergence of new fungal pathogens highly resistant to antifungal drugs, repre-
sent a major global health issue'~*. Indeed, fungal infections affect over a billion individuals worldwide and kill
more than 1.5 million annually. Among these diseases, invasive candidiasis (IC) is the most common, affecting
approximately 250,000 people annually and causing more than 50,000 deaths®”. Overall, an increasing number
of patients with malignancies, inborn errors of immunity (IEIs), autoimmune diseases (involving immunosup-
pressive treatment), and hematopoietic stem cell or organ transplantation is contributing to the high frequency
of individuals susceptible to life-threatening fungal pathogens®®. Thus, a better understanding of molecular
pathways that can be explored to develop new therapies to reduce the morbidity and mortality caused by Candida
infections is needed'*'".

Linear and mechanistic approaches have elegantly demonstrated that the antifungal immune response involves
appropriate recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by different pattern recognition

‘Department of Immunology, Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sio Paulo,
Brazil. “Department of Clinical and Toxicological Analyses, School of Pharmaceutical Sciences, University of
Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP, Brazil. *Information Systems, School of Arts, Sciences and Humanities, University of
Sao Paulo, S3o Paulo, Brazil. ‘Department of Biostatistics and the Data Science Initiative at, Brown University,
Providence, R, USA. *Department of Pediatrics, University of Washington School of Medicine, and Seattle
Children’s Research Institute, Seattle, WA, USA. “Osteocarthritis Research Program, Division of Orthopedic
Surgery, Schroeder Arthritis Institute, UHN; Data Science Discovery Centre, Krembil Research Institute, UHN;
Departments of Medical Biophysics and Computer Science, University of Toronto, Toronto, Canada. “Institute
of Neuroimmunology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava, Slovakia. *Network of Immunity in Infection,
Malignancy, and Autoimmunity (NIIMA), Universal Scientific Education and Research Network (USERN), Sao
Paulo, SP, Brazil. ““email: ranierics@usp.br; otavio.cmarques@usp.br

ScientificReports|  (2021) 12:20281 | https://doi.org/10.1038/s41598-021-99838-0 nature portfolio
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RESEARCH ARTICLE

The relationship between cytokine and
neutrophil gene network distinguishes
SARS-CoV-2-infected patients by

sex and age

Paula P. Freire,' Alexandre H.C. Marques,' Gabriela C. Baiocchi,’ Lena F. Schimke,'

Dennyson L.M. Fonseca,' Ranieri C. Salgado,’ Igor S. Filgueiras,' Sarah M.S. Napoleao,’

Desirée R. Plaga,” Karen T. Akashi,’ Thiago Dominguez Crespo Hirata,” Nadia El Khawanky,’

Lasse M. Giil,* Gustavo Cabral-Miranda,’ Robson F. Carvalho,® Luis Carlos S. Ferreira,®

Antonio Condino-Neto,’ Helder I. Nakaya,’ Igor Jurisica,” Hans D. Ochs," Niels Olsen Saraiva Camara,’
Vera Licia G. Calich,' and Otavio Cabral-Marques™*

'Department of Immunology, Institute of Biomedical Sciences, and *“Department of Clinical and Toxicological Analyses,
School of Pharmaceutical Sciences, University of S3o Paulo, S3o Paulo, Brazil. *Department of Hematology and
Oncology, Faculty of Medicine, University of Freiburg, Freiburg, Cermany. ‘Department of Internal Medicine, Haraldsplass
Deaconess Hospital, Bergen, Norway. *Department of Structural and Functional Biology, Institute of Biosciences, S3o
Paulo State University, Botucatu, S3o Paulo. “Vaccine Development Laboratory, Institute of Biomedical Sciences,
Department of Microbiology, University of S3o Paulo, S3o Paulo, Brazil. 'Krembil Research Institute, University Health
Network, and Departments of Medical Biophysics and Computer Science, University of Toronto, Toronto, Canada.
*Department of Pediatrics, University of Washington School of Medicine, and Seattle Children's Research Institute,
Seattle, Washington. *Network of Immunity in Infection, Malignancy, and Autoimmunity, Universal Scientific Education
and Research Network, S3o Paulo, Brazil.

The fact that the COVID-19 fatality rate varies by sex and age is poorly understood. Notably, the
outcome of SARS-CoV-2 infections mostly depends on the control of cytokine storm and the
increasingly recognized pathological role of uncontrolled neutrophil activation. Here, we used an
integrative approach with publicly available RNA-Seq data sets of nasopharyngeal swabs and
peripheral blood leukocytes from patients with SARS-CoV-2, according to sex and age. Female
and young patients infected by SARS-CoV-2 exhibited a larger number of differentially expressed
genes (DEGs) compared with male and elderly patients, indicating a stronger immune modulation.
Among them, we found an association between upregulated cytokine/chemokine- and
downregulated neutrophil-related DEGs. This was correlated with a closer relationship between
female and young subjects, while the relationship between male and elderly patients was closer
still. The association between these cytokine/chemokines and neutrophil DEGs is marked by a
strongly correlated interferome network. Here, female patients exhibited reduced transcriptional
levels of key proinflammatory/neutrophil-related genes, such as CXCL8 receptors (CXCR1 and
CXCR2), IL-1, S100A8, ITGAM, and DBNL, compared with male patients. These genes are well
known to be protective against inflammatory damage. Therefore, our work suggests specific
immune-regulatory pathways associated with sex and age of patients infected with SARS-CoV-2
and provides a possible association between inverse modulation of cytokine/chemokine and
neutrophil transcriptional signatures.

Introduction

More than 15 months after the outbreak of the novel COVID-19 in Wuhan, China (1-3), approximately
122 million confirmed cases of COVID-19 and more than 2.7 million deaths have been reported worldwide
(4). The clinical spectrum of COVID-19 ranges from asymptomatic to severe pulmonary disease, leading
to acute respiratory distress syndrome (5, 6). Enhanced expression of the angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2), the SARS-CoV-2 entry receptor (7), and dysregulation of the immune response likely contribute
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RESOURCE AND TECHNICAL ADVANCE

CD40L modulates transcriptional
signatures of neutrophils in the bone
marrow associated with development
and trafficking
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*Division of Allergy and Immunology, Department of Pediatrics, Children's Institute, Hospital das Clinicas, S3o Paulo,
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University Health Network, Krembil Research Institute, University Health Network, Departments of Medical Biophysics
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Neutrophils are produced in the BM in a process called granulopoiesis, in which progenitor cells
sequentially develop into mature neutrophils. During the developmental process, which is finely
regulated by distinct transcription factors, neutrophils acquire the ability to exit the BM, properly
distribute throughout the body, and migrate to infection sites. Previous studies have demonstrated
that CD40 ligand (CD40L) influences hematopoiesis and granulopoiesis. Here, we investigate

the effect of CD40L on neutrophil development and trafficking by performing functional and
transcriptome analyses. We found that CD40L signaling plays an essential role in the early stages
of neutrophil generation and development in the BM. Moreover, CD40L modulates transcriptional
signatures, indicating that this molecule enables neutrophils to traffic throughout the body and to
migrate in response to inflammatory signals. Thus, our study provides insights into the complex
relationships between CD40L signaling and granulopoiesis, and it suggests a potentially novel and
nonredundant role of CD40L signaling in neutrophil development and function.

Introduction

Neutrophils are myeloid cells representing the most abundant subset of leukocytes in the human blood
(1). They are powerful innate immune effector cells, destroying pathogens by phagocytosis, degranu-
lation, reactive oxygen species (ROS) production, and neutrophil extracellular trap (NET) release (2,
3). In steady-state conditions, approximately 0.5 x 10" to 1 x 10" neutrophils are generated daily in
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Abstract

CD40 ligand (CD40L) deficiency is a rare inborn error of immunity presenting with heterogeneous clinical manifestations.
While a detailed characterization of patients affected by CD40L deficiency is essential to an accurate diagnosis and manage-
ment, information about this disorder in Latin American patients is limited. We retrospectively analyzed data from 50 patients
collected by the Latin American Society for Inmunodeficiencies registry or provided by affiliated physicians to character-
ize the clinical, laboratory, and molecular features of Latin American patients with CD40L deficiency. The median age at
disease onset and diagnosis was 7 months and 17 months, respectively, with a median diagnosis delay of 1 year. Forty-seven
patients were genetically characterized revealing 6 novel mutations in the CD40LG gene. Pneumonia was the most com-
mon first symptom reported (66%). Initial immunoglobulin levels were variable among patients. Pneumonia (86%), upper
respiratory tract infections (70%), neutropenia (70%), and gastrointestinal manifestations (60%) were the most prevalent
clinical symptoms throughout life. Thirty-five infectious agents were reported, five of which were not previously described
in CD40L deficient patients, representing the largest number of pathogens reported to date in a cohort of CD40L deficient
patients. The characterization of the largest cohort of Latin American patients with CD40L deficiency adds novel insights
to the recognition of this disorder, helping to fulfill unmet needs and gaps in the diagnosis and management of patients with
CD40L deficiency.

Keywords CD40 ligand - CD40L deficiency - X-HIGM - Inborn error of immunity - Primary immunodeficiency - Latin
American Society for Inmunodeficiencies registry

Introduction
54 Tabata Takahashi Franga CD40 ligand (CD40L) deficiency, also known as X-linked
tabata.t.franca@gmail.com hyper IgM (X-HIGM) syndrome (OMIM#308,230), is
24 Antonio Condino-Neto a rare inborn error of immunity (IEI) with an estimated
antoniocondino @gmail.com incidence of approximately 1/1,000,000 live births [1].
Extended author information available on the last page of the article Patients affected by this syndrome present early in life with
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