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RESUMO 
 

SALGADO, R. C. Investigação dos mecanismos imunológicos envolvidos na resposta a 
fungos e caracterização de pacientes brasileiros com suscetibilidade a micoses. 2022. 100 
f. Dissertação (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

As micoses sistêmicas e micoses oportunistas que cursam de forma disseminada são uma 
preocupação mundial devido às suas elevadas taxas de morbimortalidade. Dentre os 
componentes associados à resposta imunológica frente a infecções fúngicas, destacam-se na 
imunidade inata os receptores de padrão molecular, tais quais receptores do tipo Toll e 
receptores do tipo lectina C, as células do sistema fagocítico monócitos/macrófagos e os 
neutrófilos e seus mecanismos efetores, como a produção de citocinas pró-inflamatórias, o burst 
oxidativo e a geração de armadilhas extracelulares de neutrófilos. Tal conhecimento é ratificado 
pelo estudo de pacientes com Erros Inatos da Imunidade (EII), conjunto de doenças causadas 
por alterações genéticas em componentes do sistema imune que tornam indivíduos afetados 
propensos a infecções graves e recorrentes causadas por diversas classes de microrganismos, 
dentre os quais os fungos. Complementarmente a abordagem de genômica amplamente 
utilizada em estudos relacionados aos EII, técnicas modernas tais quais sequenciamento de 
transcriptoma e análises de single-cell permitem analisar não somente as alterações em nível 
celular, mas também o impacto sistêmico destas. Assim, o presente trabalho teve duas linhas 
principais de estudo: a investigação dos mecanismos imunológicos na resposta a fungos por 
meio de uma análise integrativa realizada com dados públicos e a caracterização de pacientes 
brasileiros com suscetibilidade a micoses. Para isso, com o auxílio de ferramentas de 
bioinformática, oito diferentes dados públicos de transcriptoma humano infectados com 
Candida spp. foram avaliados. Identificamos uma rede de interação conectando as vias de 
receptores do tipo Toll e cascata de sinalização por interferon tipo I/II moduladas em resposta 
a Candida spp., reforçando estudos anteriores e demonstrando uma interessante sobreposição 
com a resposta imune antiviral. Em relação ao estudo com enfoque nos EII, realizamos a 
triagem de pacientes a partir da avaliação do Eixo IL-12/IFN-γ e do Burst Oxidativo, além da 
caracterização genética por Whole Exome Sequencing e Sanger. Foram incluídos no estudo oito 
pacientes, dos quais quatro apresentaram alterações nos exames de triagem; entretanto 
considerando histórico clínico e familiar, todos foram encaminhados para investigação 
genética. De acordo com análises de predição in silico, encontramos variantes provavelmente 
patogênicas em três destes pacientes, sendo que para a paciente P3 estas apresentaram-se como 
de significado incerto. Identificamos uma família (de P1 e P2) afetada pela variante patogênica 
conhecida como Santiago de Cuba no gene G6PD cujos indivíduos acometidos apresentaram 
baixa produção de ROS e suscetibilidade à histoplasmose disseminada, variante ainda não 
identificada em indivíduos brasileiros e associação até o momento não descrita na literatura. O 
estudo da relação entre suscetibilidade a micoses sistêmicas e EII torna-se fundamental na busca 
da compreensão e caracterização destas doenças, auxiliando no seu diagnóstico, nas estratégias 
terapêuticas aplicadas e, consequentemente, na qualidade de vida de pacientes afetados. 
 
 
Palavras-chave: infecções fúngicas; micoses sistêmicas; imunodeficiências primárias; 

análise 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 Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São 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/II 
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-γ 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 INTRODUÇÃO 

1.1 Panorama da resposta imune a fungos  

Os fungos compreendem microrganismos eucarióticos uni ou multicelulares agrupados no 

reino Fungi, sendo que considerável parte desses microrganismos apresentam interação 

comensal com o hospedeiro humano e, nesse sentido, a resposta imunológica é responsável por 

desenvolver um ambiente tolerante entre o organismo e os fungos sítio-residentes1. Entretanto, 

quando em contato com fungos patogênicos ou quando a resposta imunológica do hospedeiro 

se torna ineficaz, tal qual ocorre em indivíduos imunocomprometidos, os fungos podem 

disseminar-se em tecidos e órgãos distintos2. A figura abaixo resume os mecanismos associados 

à resposta imune formada, mecanismos estes que serão abordados nas sessões seguintes 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Respostas da imunidade inata e adaptativa frente a infecção fúngica. A resposta antifúngica do 
hospedeiro envolve diversos mecanismos divididos didaticamente em dois estágios, mas que atuam em conjunto 
– a imunidade inata, que envolve barreiras físicas, químicas e biológicas, além de células atuantes e moléculas 
solúveis; e a imunidade adaptativa, induzida especificamente durante a infecção, em que atuam linfócitos e as 
moléculas solúveis que estes produzem. IFN-γ, interferon-γ; IL, interleucina; TCR, receptor de células T; TGF-β, 
fator de crescimento transformador-β; TNF, fator de necrose tumoral3. 
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1.1.1 Imunidade inata 

As barreiras físicas, representadas pela pele e superfícies de mucosa, como trato 

respiratório, gastrointestinal e o genito-urinário, são responsáveis pela notória separação dos 

tecidos internos do organismo com o ambiente externo, onde encontram-se diversos 

microrganismos, inclusive os fungos. Quando estas barreiras são rompidas durante lesões ou 

quando microrganismos adentram utilizando distintas vias, tal qual a inalatória, pode-se iniciar 

processo de infecção. Neste momento, o organismo possui um aparato celular e de substâncias 

antimicrobianas que darão início à resposta antifúngica3.  

 Para que esta resposta imunológica inicie, é necessário que haja o reconhecimento destes 

microrganismos. Assim, os patógenos serão reconhecidos por intermédio de Receptores de 

Reconhecimento Padrão (PRRs, do inglês Pattern recognition receptors) presentes em variadas 

células, tais quais células dendríticas (DCs, do inglês Dendritic Cells), monócitos, macrófagos 

e neutrófilos1. Especificamente, dentro dos distintos grupos de PRRs, podem ser citados os 

receptores do tipo Toll (TLRs, do inglês Toll-like Receptors): TLR-2, TLR-4 e TLR-9; 

receptores do tipo Lectina-C (CLRs, do inglês C-type Lectin Receptors): dectina-1 e 2, 

MINCLE, CD206, CR3, além de DC-SIGN; e, em relação aos receptores do tipo NOD (NLRs, 

do inglês NOD-like Receptors), é válido de nota principalmente o inflamassoma NLRP34. Estes 

PRRs são responsáveis por identificar os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, 

do inglês Pathogen-associated molecular pattern) fúngicos, dando assim início à resposta inata. 

Dentre os PAMPs mais comuns, podem ser citados os complexos presentes na parede celular, 

tais quais fosfolipomananas, α- e β-glucanas, manoproteínas e possivelmente quitina5,6.  

Sucede-se após o reconhecimento dos PAMPs acima citados, a deflagração de vias e 

cascatas de sinalização subsequentes. Para isso, ocorre o envolvimento de enzimas quinases, 

moléculas intermediárias e fatores de transcrição, tais quais IRAK (do inglês interleukin 

receptor-associated kinase), MAPK (do inglês mitogen-activated protein kinase), CARD9 (do 

inglês caspase activation and recruitment domain-containing 9), MyD88 (do inglês myeloid 

differentiation primary response 88), TRAFs (do inglês TNF receptor-associated factors), 

TRIFs (do inglês TIR-domain-containing-adapter-inducing interferon β), NF-κB (do inglês 

nuclear factor-κB) e IRF (do inglês interferon regulatory factor)3,5. Estas e outras vias 

desencadeiam respostas sítio-específicas e sistêmicas, que estão relacionadas com produção de 

Interferons (IFNs) do tipo I e II, polarização de linfócitos para perfis T auxiliares (Th, do inglês 

T helper) Th1 e Th17, produção de citocinas pró-inflamatórias, tais quais TNF-α, IL-6, IL-1β, 

ativação celular e indução da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês 



 

 

12 

reactive oxygen species). Além de, em casos específicos, indução de IL-10 e TGF-β, bem como 

células T reguladoras5. 

 Seguido a ativação celular, células como os fagócitos (macrófagos e neutrófilos) assumem 

importância na morte e inibição do crescimento fúngico. Essas células realizam englobamento 

de partículas fúngicas opsonizadas por proteínas solúveis ou reconhecidas por receptores 

específicos, dentre os quais Dectina-1, Mincle e DC-SIGN7. Tais mecanismos microbicidas 

envolvem principalmente a produção e liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

processo este realizado pelos complexos enzimáticos nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADPH) oxidase e inducible nitric oxide synthase (iNOS). Tal processo, 

denominado de burst oxidativo, induz a morte dos patógenos fúngicos pela ação das espécies 

reativas através de alterações nas proteínas, quebras nos ácidos nucleicos e peroxidações 

lipídicas3. 

Os macrófagos, monócitos diferenciados nos tecidos periféricos, podem apresentar 

fenótipos funcionais distintos, classicamente M1 e M21. O perfil M1 é pró-inflamatório, cujo 

gatilho de diferenciação é a citocina IFN-γ. Macrófagos M1 são importantes produtores da 

citocina IL-12, que será melhor discutida adiante, e relacionam-se com elevada atividade 

fagocítica e indução de ROS. Por outro lado, a polarização para M2 está relacionada a um 

microambiente com prevalência de citocinas como TGF-β, IL-4 e/ou IL-133; macrófagos com 

este perfil e suas respectivas citocinas auxiliam em diversos processos, tais quais angiogênese, 

remodelação e reparo tecidual, além da imunorregulação8. O balanço entre respostas M1/M2 é 

relevante, uma vez que estudos demonstram que a prevalência de resposta associada ao perfil 

M1 associa-se a uma depuração mais eficiente de patógenos fúngicos, como Cryptococcus 

neoformans9. Entretanto, é válido notar que apesar desta simplificação, a plasticidade entre os 

distintos perfis de macrófagos é ainda mais complexa, uma vez que estudos apontam que os 

estados funcionais dos macrófagos mudam continuamente10. 

Em relação aos neutrófilos, enquadrados no grupo de leucócitos polimorfonucleares, além 

da atividade fungicida por intermédio de ROS, apresentam outro importante mecanismo – as 

denominadas armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês Neutrophil 

extracellular traps). Sabe-se que as NETs são complexos formados por cromatinas 

condensadas e componentes derivados dos grânulos e citoplasma dos neutrófilos, envolvendo 

assim peptídeos antimicrobianos e enzimas proteolíticas e nucleolíticas11. As NETs promovem 

a lise da parede celular e de membranas, inibição do crescimento, restrição de suprimentos e 

bloqueio da disseminação dos patógenos fúngicos12. Além disso, como importante mecanismo 
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de contenção para microrganismos extracelulares, as NETs tornam-se críticas para a morte de 

fungos principalmente quando em sua forma de hifas, uma vez que durante fase leveduriforme 

tais partículas são facilmente fagocitadas13. 

Para além dos fagócitos, outro importante componente da imunidade inata é a célula 

Natural Killer (NK), notável célula de origem linfoide presente no grupo de células denominado 

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs, do inglês peripheral blood mononuclear 

cells)1. Os recursos de citotoxicidade desencadeados pelas células NK ocorrem principalmente 

em células do hospedeiro infectadas com patógenos e também células próprias transformadas, 

impedindo a proliferação e disseminação destes. Dentre os mecanismos, podem ser destacados 

toxicidade por meio da liberação de grânulos, tais quais granzima B e perforina, principalmente 

mediante engajamento do receptor celular CD16 em opsoninas, e a indução de morte via 

interação Fas com Fas ligante (FasL)14. Ademais, as células NK são relevantes produtoras de 

IFN-γ, citocina essencial na ativação de fagócitos e formação do complexo NADPH-oxidase15. 

Outro recente mecanismo descoberto é a capacidade, in vitro, de fagocitose das formas 

leveduriformes de Candida albicans16. 

Além das células abordadas anteriormente, as DCs também desempenham função essencial 

na imunidade aos fungos. Embora disponham de baixa atividade microbicida, estas células 

possuem diversos PRRs que possibilitam reconhecimento dos PAMPs fúngicos, além de 

ativação celular com liberação de citocinas pró-inflamatórias, endocitose dos patógenos com 

posterior processamento dos antígenos e, por fim, apresentação aos linfócitos T; ou seja, apesar 

de classicamente enquadradas dentro da imunidade inata, desempenham importante papel na 

orquestração da imunidade adaptativa a partir da apresentação e modulação da resposta ao 

antígeno1,3.  

Diversos estudos visam maior compreensão da participação das DCs na resposta a 

patógenos fúngicos. Recentemente, Ramirez-Ortiz e colaboradores17 descreveram que o subtipo 

plasmocitoide de DCs (pDCs, do inglês plasmacytoid dendritic cells) possui ação inibitória à 

hifas do fungo Aspergillus fumigatus, destacando a importância dessas células na resposta 

imune. 

 

1.1.2 Imunidade adaptativa  

 Parte significativa da resposta associada à imunidade adaptativa é desencadeada pelos 

linfócitos T CD4+, células que são ativadas via engajamento do receptor de célula T (TCR, do 

inglês T cell receptor) ao MHC II, bem como dos sinais de moléculas coestimulatórias, 
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presentes nas células apresentadoras de antígeno – macrófagos, células dendríticas e linfócitos 

B1. Este grupo celular é responsável por modular a resposta imunológica a partir da secreção 

de citocinas, o que varia de acordo com o seu perfil de ativação. No contexto de imunidade a 

patógenos fúngicos, os principais perfis associados com resposta protetora são os perfis de 

células Th1 e Th17, que produzem e liberam citocinas pró-inflamatórias e que ativam as 

respostas imunes celular e humoral – ativação e recrutamento de células da imunidade inata, 

como os fagócitos, e indução da troca de classe para anticorpos mais específicos, 

respectivamente3. Dentre as citocinas, podem ser citadas IFN-γ, IL-12, IL-2 e TNF-α 

relacionadas ao perfil Th1 e IL-17, IL-21 e IL-22 para perfil Th17 – além disso, importante 

citar que IL-17 e IL-21 potencializam a produção de peptídeos antimicrobianos pelo tecido 

infectado18.  

 Há, ainda, o perfil Th2 cuja resposta imunológica é classicamente associada com uma piora 

do quadro infeccioso, uma vez que além de induzir ativação de macrófagos M2, suas citocinas 

de assinatura IL-4, IL-5 e IL-13 são importantes na manutenção deste perfil e inibição do perfil 

Th1. No entanto, alguns estudos indicam papel da citocina IL-4 no desenvolvimento de resposta 

a patógenos fúngicos, tais quais C. albicans e C. neoformans, assim como de macrófagos M2 

auxiliando na resposta protetora a fungos que acometem o sistema respiratório1,19–21. 

 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 sugestão de que podem estar 

envolvidas na resposta a C. albicans, evidência ratificada pela existência de células de memória 

Th9 específicas para tal patógeno22. Em relação a Th22, esta trata-se de uma célula que produz 

principalmente IL-22, citocina envolvida na proteção a fungos nas mucosas, como em casos de 

candidíase23. As Tregs são necessárias no contrabalanceamento da resposta inflamatória, 

impedindo o dano tecidual proveniente desta24; entretanto, interessantemente, estudos 

demonstram que essas células também são capazes de induzir Th17 protetivas durante infecção 

in vitro por C. albicans25. 

 Outro grupo de linfócitos T são conhecidos como T CD8+, que exibem atividade citotóxica 

ao serem ativados durante apresentação de peptídeos fúngicos via MHC I e moléculas 

coestimulatórias, seja por células hospedeiras infectadas ou DCs, em processo de apresentação 

cruzada26. Tal atividade citotóxica é semelhante à discutida para células NK, ocorrendo a partir 

da liberação de grânulos contendo granzima e perforina, ou via sinalização de Fas-FasL27,28. 

Para além desta função, sabe-se que os linfócitos T CD8+ citotóxicos também realizam 
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secreção de citocinas com funções semelhantes àquelas associadas aos perfis de T CD4+, sendo 

estas células inclusive recentemente denominadas de modo semelhante – linfócitos T 

citotóxicos (Tc) 1 e 1729. 

 Para além da resposta associada a linfócitos T, os linfócitos B e plasmócitos são outras 

células atuantes no contexto da imunidade adaptativa. Dentre os mecanismos pelos quais 

exercem suas funções, o principal é a secreção de anticorpos que atuam na neutralização do 

fungo e inibição da sua replicação, bem como do impedimento da formação de tubos 

germinativos e biofilmes, importantes para a sua infecção e instalação26. Ademais, tais 

anticorpos, principalmente a imunoglobulina G (IgG), são opsoninas e podem ser reconhecidos 

por diversos PRRs, auxiliando na ativação celular, do sistema complemento e no mecanismo 

de citotoxicidade dependente de anticorpo. Por fim, é válido citar que os linfócitos B também 

são capazes de realizar a apresentação de antígenos, colaborando para ativação celular de 

linfócitos T1. 

 

1.2 Estudo e caracterização de Erros Inatos da Imunidade  

Os erros inatos da imunidade (EII), também denominados de imunodeficiências primárias, 

são um conjunto de doenças causadas por alterações genéticas que levam a suscetibilidade a 

infecções, autoimunidade, doenças autoinflamatórias, e/ou malignidade30. Tais defeitos 

genéticos estão associados a mutações de ganho ou perda de função (GOF ou LOF, do inglês 

gain- ou loss-of-function, respectivamente), que como o nome sugere relacionam-se a mutações 

que intensificam ou atenuam as funções envolvendo genes codificantes de enzimas, proteínas 

estruturais, como receptores, moléculas envolvidas em transdução de sinais, dentre outros31.  

Em relação ao padrão de herança, os EII podem ter herança autossômica dominante, em 

que apenas uma cópia do gene mutante é suficiente para expressão do fenótipo modificado; 

herança autossômica recessiva, em que são necessárias duas cópias mutantes do gene; e ligada 

ao X, que sumariamente relacionam-se a genes localizados em uma região não homóloga do 

cromossomo X e, portanto, mutações nestes afetam com maior frequência indivíduos do sexo 

masculino. Além disso, o fenótipo alterado observado em pacientes em heterozigose, ou seja, 

indivíduos que possuem um alelo com alteração e outro selvagem, pode estar normalmente 

associada a variantes autossômicas dominantes por GOF, haploinsuficiência, em que apenas 

uma cópia não é suficiente para expressão da função selvagem, ou dominância negativa, que 

ocorre quando o alelo modificado inibe a expressão ou função do alelo selvagem31–33. 
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A partir do avanço no estudo das doenças genéticas gerado pela disponibilidade de 

metodologias robustas de sequenciamento, um número crescente de EII vem sendo 

caracterizado34. Tal observação é ratificada pelos relatórios do Comitê de Especialistas em 

Erros Inatos da Imunidade da International Union of Immunological Societies (IUIS), no qual 

o último relatório de 2020 referiu 430 defeitos genéticos associados a EII, 64 a mais comparado 

ao último parecer de 2018. Além do mais, embora considerados individualmente raros na 

população, estima-se que a prevalência de EII estejam mais próximo de 1/1000 a 1/500030, 

prevalência muito acima do que inicialmente esperado quando considerado o grupo de doenças 

como um todo. 

Apesar da prevalência estimada, inúmeros pacientes permanecem sem diagnóstico ou são 

diagnosticados tardiamente, durante intercorrências associadas principalmente a infecções 

graves ou complicações relacionadas, fator causado pela heterogeneidade das manifestações 

clínicas, acesso limitado a exames diagnósticos e insuficiência na educação médica35. Em 

relação a esta última, de acordo com pesquisa desenvolvida em 2013 pelo Brazilian Group for 

Immunodeficiency (BRAGID)36, de 3047 pediatras consultados, 97% destes haviam atendido 

paciente com infecções de repetição, entretanto apenas 63% suspeitaram e realizaram 

avaliações para EII, sendo que somente 50% destes conheciam imunologistas para encaminhar 

os pacientes37.  

 Reforçando tais dados, estima-se que no Brasil mais de 20 mil pacientes possuem EII, 

entretanto apenas 5 mil destes têm diagnóstico adequado e estão em devido tratamento 

disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS) 36. Desta forma, consideráveis esforços são 

realizados na tentativa de incentivar o diagnóstico precoce de EII visando tratamento nos 

estágios iniciais aos pacientes. Com o objetivo de auxiliar médicos pediatras e clínicos, a Cruz 

Vermelha Americana e a Fundação Jeffrey Modell propuseram 10 sinais de alerta para EII em 

crianças. Tal proposta foi adaptada para cada país de acordo com o contexto de patógenos e 

doenças circulantes (Tabela 1). 

 
Tabela 1. 10 sinais de alerta para EII em crianças. Adaptado de BRAGID36. 

Condições 

1. Duas ou mais pneumonias no último ano 

2. Quatro ou mais otites no ano 

3. Estomatites de repetição ou monilíase por mais de dois meses 

4. Abcessos de repetição ou ectima 
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5. Um episódio de infecção sistêmica grave (meningite, osteoartrite, septicemia) 

6. Infecções intestinais de repetição/diarreia crônica 

7. Asma grave, doença do colágeno ou doença autoimune 

8. Efeito adverso ao BCG e/ou infecção por micobactéria 

9. Fenótipo clínico sugestivo de síndrome associada a Imunodeficiência 

10. História familiar de imunodeficiência 
 

Como exposto anteriormente, a crescente disponibilidade de técnicas robustas e novas 

plataformas de análises e sequenciamento genético, como sequenciamento completo do exoma 

(WES, do inglês whole-exome sequencing) e Sanger, tem possibilitado uma maior compreensão 

acerca dos aspectos pontuais das variantes genéticas e sua correlação com as manifestações 

clínicas32. Complementarmente, técnicas modernas, tais quais sequenciamento de 

transcriptoma, assumem relevância ao fornecer uma possibilidade de investigar como tais 

alterações genéticas funcionam não apenas a nível estrutural, mas celular, detalhando a 

consequência celular intrínseca dessas alterações38. 

 

1.3 Micoses sistêmicas e Erros Inatos da Imunidade   

As micoses sistêmicas compreendem um grupo de doenças causadas por patógenos 

fúngicos associados a elevadas taxas de morbimortalidade39. Dentre as micoses categorizadas 

como micoses sistêmicas, podem ser citadas aquelas causadas pelos fungos dimórficos e 

endêmicos Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e Coccidioides spp.; além 

do fungo leveduriforme Cryptococcus neoformans, responsável por uma das apresentações 

clínicas mais comuns em pacientes imunocomprometidos, a criptococcose40. Por vezes, tais 

micoses enquadram-se como micoses pulmonares, devido ao recorrente acometimento do sítio 

pulmonar41. É válido de nota, ainda, que no contexto de pacientes imunodeficientes, fungos 

considerados de ambiente, tais quais Aspergillus spp. e Candida spp., podem cursar 

clinicamente como infecções sistêmicas42.  

Levando em consideração a imunidade a fungos discutida anteriormente, bem como as 

perspectivas acerca dos EII, espera-se que defeitos genéticos em vias relevantes à imunidade 

do hospedeiro a fungos correlacionem-se com comprometimento da resposta e, por 

conseguinte, suscetibilidade a tais patógenos43. Entretanto, apesar dessa vasta possibilidade de 

componentes imunológicos, notavelmente poucos EII encontram-se caracterizados na literatura 

no que se refere especificamente a infecções fúngicas sistêmicas, sobretudo considerando o 
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impacto e a frequência deste grupo de micoses, especialmente na América Latina44, como 

observado na Figura 2, abaixo.  

 

 
 

Figura 2. Distribuição geográfica de infecções fúngicas endêmicas na América Latina. Demais infecções 
fúngicas sistêmicas, como criptoccocose, aspergilose e candidíase não estão representadas, pois apresentam 
distribuição mundial. Adaptado de Sifuentes-Osornio e colaboradores45. 

 

Utilizando a classificação de Lionakis e colaboradores43, dentre os EII mais estudados e 

associados a micoses sistêmicas ou com desfecho clínico sistêmico, no caso das infecções 

oportunistas, podem ser destacados os grupos de (1) desordens na maquinaria oxidativa dos 

fagócitos; (2) desordens na sinalização de citocinas; (3) desordens em fatores de transcrição e 

(4) desordens na sinalização de outras moléculas. 

Paracoccidioidomicose
Alta prevalência de paracoccidioidomicose
Prevalência moderada de paracoccidioidomicose
Histoplasmose
Coccidioidomicose
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Em relação a desordens na maquinaria oxidativa dos fagócitos, dentre os principais defeitos 

congênitos relacionados a infecções fúngicas podem ser destacados aqueles associados à 

Doença Granulomatosa Crônica (DGC), doença causada por variantes patogênicas nos genes 

CYBB, NCF1, CYBA e outros. Pacientes com tais deficiências possuem subunidades defeituosas 

do complexo NADPH-oxidase, o que impede que este complexo funcione normalmente e 

produza as ROS46. Há, ainda, a deficiência de Mieloperoxidase (MPO), uma enzima importante 

na produção de ácido hipocloroso, importante para atividade fungicida em formas filamentosas 

e leveduriformes de fungos47. Além destas, inclui-se ainda a deficiência na enzima Glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD, do inglês glucose-6-phosphate dehydrogenase), enzima 

associada a função de proteção ao estresse oxidativo, principalmente nas hemácias. Para isso, 

uma das reações catalisadas pela enzima G6PD é a conversão de glicose-6-fosfato em 6-

fosfoglucolactona, a qual libera prótons H+ que, por sua vez, são captados pelo NADP+, 

levando à produção de NADPH; consequentemente encontrado em baixas concentrações em 

pacientes com deficiência nesta enzima, tornando-os, assim, propensos a crises hemolíticas 

(devido ao estresse oxidativo nas hemácias) e suscetíveis a infecções devido à baixa produção 

ROS, semelhante ao que ocorre em pacientes com DGC48. 

Abordando as desordens associadas à sinalização de citocinas, podem ser citadas as 

deficiências relacionadas ao denominado Eixo IL-12/IFN-γ, uma alça de alimentação positiva 

que envolve a ativação de macrófagos produtores de IL-12. Assim, esta citocina auxilia na 

polarização Th1 de linfócitos T CD4+, células que passam a secretar IFN-γ e ativam 

macrófagos a desempenharem suas funções microbicidas. Dentre os defeitos descritos na 

literatura, podem ser citados variantes nos genes IFNGR1 e IL12RB149,50, os quais são 

associados a função dos receptores de interferon-γ tipo 1 e da subunidade β1 do receptor de IL-

12, respectivamente. Há, ainda, deficiências em genes associados ao perfil de citocinas Th17 

que, juntamente com outras deficiências (como a do gene IL12RB1), enquadram-se no espectro 

clínico de candidíase mucocutânea crônica, tais quais deficiência nos genes IL-17RA, IL-17RF, 

ACT151.  

Ademais, há pacientes que possuem comprometimento da resposta relacionada a linfócitos 

T e/ou B e/ou NK, que também são caracterizados por elevado grau de suscetibilidade a 

infecções fúngicas e, na ausência de transplante de medula óssea, podem inclusive ter desfechos 

fatais; uma das síndromes mais conhecidas é denominada Imunodeficiência Combinada Grave 

(SCID, do inglês Severe Combined Immunodeficiency), sendo que deficiências nos genes 
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IL2RG, IL7RA, JAK3, RAG1 e RAG2, além de outros já foram descritos na literatura associados 

a mesma52. 

Dentre as desordens envolvidas com fatores de transcrição, podem ser citadas variantes 

patogênicas associadas a STAT3, causando a chamada Síndrome do Hiper-IgE, além de 

variantes no gene que codifica o fator de transcrição denominado AIRE, conhecido por sua 

função em permear a regulação autoimune – razão pela qual pacientes com deficiência no 

mesmo apresentam a síndrome autoimune denominada Poliendocrinopatia autoimune tipo 1 

(APECED, do inglês Autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy). 

Além disso, variantes em STAT1, GATA2, e STAT4 também resultam na suscetibilidade a 

infecções fúngicas sistêmicas42,49,53,54. 

Interessantemente, há ainda inúmeros outros EII que afetam distintas moléculas de 

sinalização importantes na resposta a fungos. Dentre estas, podem ser destacadas deficiência 

no gene CARD9, que codifica proteína envolvida na sinalização de diversos PRRs55; deficiência 

no gene codificante do receptor de Dectina-156, nos genes DOCK8 e TYK2, responsáveis pela 

codificação de proteínas de sinalização intracelular, que assim como a deficiência no gene 

STAT3, associam-se à síndrome de Hiper-IgE57; além dos genes relacionados a Síndrome do 

Hiper-IgM, tais quais NEMO, IKBA e CD40L58, dentre outros.  

Portanto, dado o exposto, e retomando os seguintes fatores: 1) aspectos diversos a serem 

estudados e caracterizados dos distintos EIIs; 2) a elevada taxa de exposição a doenças 

infecciosas, como as fúngicas, que países em desenvolvimento (dentre os quais o Brasil) 

possuem; 3) repercussões graves e por vezes fatais para pacientes imunodeficientes e 

acometidos por infecções fúngicas; 4) necessidade de maior conscientização da comunidade 

médica para suspeitar e estabelecer o diagnóstico e tratamentos criteriosos, vide o 

subdiagnóstico observado no Brasil; 5) a relevância, no contexto apresentado, de estudos que 

visem investigação de EII, sendo este um importante, entretanto subestimado, problema de 

saúde pública. Propusemos, assim, investigar mecanismos imunológicos na resposta a fungos 

por intermédio de uma análise integrativa realizada com dados públicos de transcriptoma 

modulados por Candida spp. (único modelo suficientemente disponível), além de investigar 

molecular e geneticamente pacientes brasileiros suscetíveis a infecções fúngicas sistêmicas de 

repetição objetivando a identificação e caracterização de possíveis EII apresentados por estes 

indivíduos. 
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CAPÍTULO 1 – REDE DE INTERAÇÃO DAS VIAS DE SINALIZAÇÃO DE 
INTERFERON E DO RECEPTOR DO TIPO TOLL NA RESPOSTA IMUNE ANTI-

CANDIDA. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 
 Investigar mecanismos imunológicos envolvidos na resposta a Candida spp. a partir da 

análise integrativa de dados públicos de transcriptoma humano. 

 

2.2 Objetivos específicos 
• Identificar genes e vias alteradas após condição de infecção por Candida spp.; 

• Analisar o padrão do transcriptoma em distintas camadas do sistema imunológico; 

• Verificar graus de correlação entre vias alteradas; 

• Correlacionar dados encontrados com EII descritos associados à suscetibilidade a 

infecção por Candida spp..  
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3 MÉTODOS 

3.1 Seleção de dados de sequenciamento públicos 

A busca de dados públicos (datasets) foi realizada nas bases de dados do NCBI GEO e 

ArrayExpress. Procurou-se datasets que dispunham de expressão diferencial de genes após 

infecção por diferentes espécies de Candida (C. albicans, C. auris, C. glabrata, C. parapsilosis 

e C. tropicalis) em células de sangue total (WBCs, do inglês whole-blood cells), PBMCs e 

células dendríticas deviradas de monócitos (moDCs, do inglês monocyte-derived Dendritic 

Cells). Foram incluídos 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) presença de grupos controles; (4) todas as plataformas de análises foram 

consideradas; e (5) apenas estudos que dispunham de dados de transcriptoma foram incluídos. 

Em relação aos critérios de exclusão, foram excluídos do estudo: (1) estudos realizados a partir 

de amostras de organismos não humanos; (2) amostras que passaram por tratamento antes do 

sequenciamento e (3) estudos de revisão. Ao final, 8 datasets se enquadraram nos critérios e 

foram incluídos no estudo (Tabela 2).  

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

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

Sieber & Kämmer 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 

Dendritic Cells. 

 

3.2 Análise de expressão diferencial 
Para caracterizar e estimar o nível de expressão gênica, 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 Webtool59 (https://www.networkanalyst.ca/) foi utilizado 

para performar análise de expressão diferencial, por meio do pacote DESeq2. Em relação aos 

dados de microarray, estes foram analisados por intermédio da ferramenta GEO2R com pacote 

limma-voom60 (disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). Quanto aos dados de 

single-cell, o objeto Seurat disponível depositado no banco de dados single-cell eQTLGen 

Consortium (https://eqtlgen.org/candida.html) foi analisado para obtenção dos genes 

diferencialmente expressos (DEGs, do inglês differentially expressed genes). Seguimos o 

pipeline padrão do Seurat (https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html) conforme 

descrito anteriormente por Stuart e colaboradores61 para realizar análise de expressão 

diferencial e visualização de dados (UMAP, dotplot e mapas de calor). 

Para selecionar o conjunto de genes regulados para cima e para baixo, utilizamos os 

valores estatísticos de log2 fold-change (log2FC) 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 Análises de módulos de co-expressão de genes  
O dataset GSE42606 foi selecionado para que a análise de co-expressão gênica fosse 

performada a partir do pacote ‘R’ CEMiTool 1.12.262 utilizando parâmetros padrão e de acordo 

com as especificações dos desenvolvedores. 

 

3.4 Análise de enriquecimento e visualização de dados de transcriptoma humano 
Usamos os DEGs para identificar termos de ontologia genética (GO, do inglês gene 

ontology) enriquecidos. Vias e processos biológicos foram identificados por over 

representation analysis (ORA) e EnrichR63, sendo que estas vias imunológicas foram 

consideradas significativamente enriquecidas a partir do valor de p-ajustado < 0,05. 

Para a visualização dos dados e realização de outras análises, diferentes ferramentas de 

bioinformática online e pacotes do software ‘R’ versão 4.0.2 (https://www.r-

project.org/index.html) foram utilizados. O pacote ClusterProfiler64 foi usado para gerar 

dotplots de vias enriquecidas associadas a Candida spp. juntamente dos pacotes DOSE, richplot 

e reatomePA. Os gráficos GOplots foram desenvolvidos utilizando os pacotes ‘R’ unikn, 

circlize e GOplot65. Além disso, gráficos estatísticos foram construídos por intermédio das 

funcionalidades do pacote ggplot266. Os DEGs compartilhados entre diferentes infecções 

fúngicas (C. albicans e C. auris) foram representados com mapas de calor circulares usando os 

pacotes ‘R’ circlize e ComplexHeatmap67. 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 construídos a partir da ferramenta Intervene68 e do Bioinformatics & 

Evolutionary Genomics (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). 

Os códigos de linguagem ‘R’ usados neste trabalho encontram-se disponíveis em 

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

 

3.5 Análises de correlação 
Utilizamos o conjunto de dados GSE42606 para realizar análise de correlação entre genes 

associados a TLRs e cascatas de sinalização de IFN tipo I e II. As matrizes de correlação foram 

geradas com a ferramenta web Intervene68 

(https://intervene.readthedocs.io/en/latest/index.html) por intermédio do coeficiente de 

Pearson. Além disso, a análise de correlação canônica (CCA, do inglês canonical correlation 

analysis)69 foi aplicada para investigar padrões de associação entre os genes citados, sendo esta 

realizada no software ‘R’ por meio dos pacotes CCA e whitening69. Ademais, a análise de 

componentes principais (PCA, do inglês Principal component analysis) foi construída usando 

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

 

3.6 Redes de interação proteína-proteína 
As redes de interação proteína-proteína foram desenvolvidas por intermédio do software 

NAViGaTOR70, sendo que a cor do nó representa o componente celular do GO, conforme 

indicado nas legendas das figuras. Os DEGs foram usados como entrada para o Integrated 

Interactions Database (IID, version 2020–05; http://ophid.utoronto.ca/iid)71,72 de modo a 

identificar interações físicas diretas de proteínas. As redes foram exportadas em formato de 

arquivo SVG e finalizadas no Adobe Illustrator 2021. 

 

3.7 Análise fatorial de vários estudos  
A análise fatorial de vários estudos (MFSA, do inglês multistudy factor analysis) é uma 

versão generalizada da análise fatorial que permite a análise conjunta de vários estudos. MSFA 

estima fatores compartilhados comuns a todos os estudos, bem como fatores específicos para 

estudos individuais. A estimativa de parâmetros para o modelo MSFA pode ser calculada 

usando uma abordagem frequentista ou bayesiana. Comparada com a análise frequentista, a 

abordagem bayesiana oferece duas grandes vantagens: (1) fornece fatores mais bem definidos 

e (2) escolhe a dimensão dos fatores comuns e específicos do estudo por meio de uma 

abordagem prática e útil. Adotamos uma abordagem bayesiana73 para análise inferencial, de 
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modo a identificar fatores comuns e específicos do estudo compartilhados por GSE65088 e 

GSE42606.  

 

3.8 Análise de interferoma 
Para execução da análise de interferoma, e assim compreender se estes DEGs são regulados 

ou possuem associação com IFNs, foi utilizado o software Interferome V2.01 

(http://www.interferome.org/interferome/home.jspx), seguindo parâmetros de entrada 

estabelecidos pelo desenvolvedores do software74. 
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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 colaboradores75 de 

sequenciamento de células únicas (scRNAseq, do inglês single-cell RNA sequencing), realizou-

se análise de ORA, uma análise para avaliação de vias enriquecidas por um conjunto de genes,  

de cerca de 6722 DEGs entre distintas populações celulares – monócitos, células NK, pDCs e 

linfócitos T CD4+, T CD8+ e CD19+, caracterizadas pela condição de infecção ou não por C. 

albicans. Os agrupamentos celulares para ambas as condições podem ser observados na Figura 

3a-c, enquanto os enriquecimentos das vias afetadas na infecção por C. albicans são 

apresentados na Figura 3d. Interessantemente, para além das vias clássicas associadas à 

resposta imune a fungos3, tais quais IL-17, Dectina-1, DC-SIGN, vias de produção de ROS e 

Eixo IL-12/IFN-γ, observou-se a presença de genes associados a resposta de interferon do tipo 

I (α/β).  

 Assim, com o objetivo de melhor compreensão dos possíveis módulos de expressão 

associados, conjunto de genes agrupados de acordo com valores semelhantes de expressão, 

realizou-se análise de módulos gênicos de co-expressão com os dados provenientes do dataset 

GSE4260676, o único disponível que atende ao critério de 15 amostras para cada grupo 

requerido para a avaliação. A partir deste, foram identificados 13 módulos de genes co-

expressos enriquecidos em PBMCs após infecção por C. albicans (Figura 3e). É válido de nota 

que, dentre os dois módulos mais enriquecidos, as vias associadas são relacionadas a sinalização 

por IFN e sinalização de interleucinas com cascatas de sinalização de TLR, como pode ser 

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

g).  
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Figura 3. Indução das vias de sinalização de TLR e IFN em resposta a C. albicans. a, Visualização UMAP 
(Uniform Manifold Approximation and Projection) de perfis de scRNAseq coloridos de acordo com os grupos de 
células. b e c, UMAP de grupos de células controle e ativadas por C. albicans. d, Dotplot mostrando as vias 
associadas à resposta imune a C. albicans. e, Módulos de co-expressão significativamente enriquecidos (M1-M11 
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e M13) em PBMCs. f e g, Representação de enriquecimento obtida por co-expressão de genes presentes em M1 e 
M2 exibindo vias de sinalização significativamente enriquecidas. NES: score de enriquecimento. 
 

4.2 Genes associados a sinalização por TLR e IFN em leucócitos do sangue periférico são 

ativados por C. albicans 

 Em seguida, investigou-se quais DEGs e vias de sinalização estariam consistentemente 

ativadas em leucócitos do sangue periférico após indução por C. albicans, tanto em datasets 

públicos de PBMCs76,77  quanto de WBCs78–80. A análise conjunta desses dados permitiu a 

verificação de que há 44 genes diferencialmene expressos em comum, sendo 40 regulados para 

cima e 4 regulados para baixo. De acordo com a população celular, os DEGs formam clusters 

hierárquicos bem definidos, apresentando padrão de expressão próxima entre os datasets com 

o mesmo tipo celular no que se refere à regulação (para cima ou para baixo) e significância 

(Figura 4a). A análise fatorial de múltiplos estudos de conjuntos de datasets elegíveis73 

(WBCs: GSE6508880 e PBMCs: GSE4260676); aqueles com o número mínimo de amostras 

necessárias para esta análise (15 amostras) – identificou dois fatores latentes comuns com altas 

cargas, enquanto fatores latentes específicos mostraram baixa cargas nesses estudos, 

fortalecendo a relevância biológica dos 44 genes comuns (Figura 4b). O enriquecimento destes 

44 DEGs revelou diversas vias afetadas, dentre os quais inclui-se sinalização por TLR e IFNs 

tipo I/II (Figura 4c). 
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Figura 4. C. albicans ativa genes comuns associados a TLR e IFN em leucócitos do sangue periférico. a, 
Agrupamento hierárquico das 44 DEGs comuns demonstrando os níveis de expressão gênica apresentados nos 
diferentes estudos. O tamanho e a cor dos círculos correspondem ao valor de p-ajustado transformado em -Log10 
e Log2FC, respectivamente. Azul representa regulação para baixo e vermelho indica DEGs regulados para cima. 
Linhas e colunas foram agrupadas com base na similaridade entre os valores Log2FC. b, Mapa de calor de fatores 
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latentes comuns e específicos em todos os estudos, contendo genes que apresentam cargas positivas e negativas 
que variam de − 1 a 1. c, GOplot de vias imunológicas enriquecidas e seus respectivos genes associados.  
 
 

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

 Levando em consideração a importância das DCs no contexto da imunidade a fungos, 

acrescentamos em nossas análises os datasets públicos associados a moDCs GSE7796981, E-

MTAB-13582 e E-MTAB-75183. A análise de interseção 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 (DUSP5 e PIM1) estavam em comum após a infecção por C. albicans (Figura 5a-d).  

Apesar disso, os grupos de DEGs de cada estudo individualmente enriqueciam uma 

quantidade substancial de processos biológicos, totalizando 173 processos biológicos 

enriquecidos (dados não apresentados), dentre os quais diversos processos associados a resposta 

para C. albicans em comum entre os estudos. Entre estes, encontramos várias moléculas/vias 

essenciais para a resposta imune antifúngica3, incluindo um agrupamento de sinalização de 

IFN-γ e NF-kB e uma sobreposição previamente descrita com a resposta imune a vírus76 

(Figura 5e). ORA adicionais de DEGs envolvidos neste cluster mostraram enriquecimento 

significativo nas cascatas de sinalização de TLRs únicos (TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9, 

TLR9 e TLR10), heterodímeros de TLR (TLR1/TLR2, TLR2/TLR6, TLR7/8), e moléculas 

adaptadoras de TLR (MyD88/TIRAP, TRAF6, TRIF), bem como em várias vias de sinalização 

de interleucinas, como IL-1, IL-4/IL-13, IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-α/β (Figura 5f).  

 Além disso, a partir dos processos biológicos comuns entre WBCs, PBMCs e moDCs foi 

possível encontrar 1096 DEGs, utilizados então para verificar o padrão comportamental a nível 

de interação com vias por estes enriquecidas. A Figura 6 exibe o interactoma obtido a partir 

desses 1096 DEGs, bem como das vias de sinalização associadas; nota-se que as vias de 

sinalização de TLR e IFN estão entre àquelas mais enriquecidas. Ademais, os 1096 DEGs 

também enriquecem outras vias de sinalização de PRRs e citocinas; como CLRs (dectina-1), 

NLRs (NOD1/2) e variadas interleucinas com funções 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 sinalização de TLR e IFN em diferentes populações de 
leucócitos. a-c, Diagramas de Venn exibindo o número de DEGs presentes em cada conjunto de dados agrupados 
por tipo de célula e suas interseções: conjuntos de dados de WBCs (a), PBMCs (b) e moDCs (c). d,  Gráfico de 
interseção destaca o número de DEGs comuns em diferentes grupos de células. e, Agrupamento hierárquico 
exibindo vias enriquecidas em processos biológicos comuns em todos os estudos. f, Análise adicional de vias 
associadas a TLR e IFN. Em ambos os mapas de calor, o tamanho dos círculos corresponde ao valor de p-ajustado 
transformado em -Log10, e a intensidade da cor indica o número de genes em cada processo biológico e via nos 
estudos. 
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Figura 6. Rede de interação evidencia as interações entre os DEGs associados às vias de TLR e IFN, além 
de demais vias de sinalização classicamente associadas com as respostas imunes antifúngicas. Os “nós” 
circulares representam as vias e seu tamanho denota o número de genes que enriquecem estas. Os quadrados 
coloridos representam a localização celular dos genes. 

 

4.4 Infecção por C. albicans aumenta o grau de correlação entre os genes associados a vias 

de TLR e IFN 

 Após verificar a consistência das cascatas de sinalização de TLR e IFN tipo I e II, 

avaliamos o grau de associação entre essas duas variáveis durante a resposta imune a C. 

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

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

GSE4260676. Este conjunto de dados contém 45 e 14 DEGs relacionados a TLR e IFN e 

modulados por C. albicans em comparação com o grupo controle. A infecção por C. albicans 

a
<5 vias

1 via

> 4 vias
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aumentou principalmente as correlações positivas entre os DEGs associados a TLR e IFN 

(Figura 7a-b).  

Além disso, realizamos análise de CCA para avaliar melhor a força da associação entre 

estes dados. CCA é um modelo paramétrico genérico usado para quantificar relação entre dois 

grupos de variáveis inter-relacionadas e interdependentes84. Esta abordagem revelou um par de 

variáveis canônicas (x-CV1 e y-CV1), destacando a forte associação entre a maioria dos DEGs 

associados a TLR e IFN em ambos os PBMCs infectados e não infectados por C. albicans, um 

achado que destaca a forte associação 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 condições, evidenciado pela análise de PCA (Figura 8b-c). 

 

 
Figura 7. Relação entre moléculas associadas às cascatas de sinalização de TLR e IFN. a e b, Gráfico de 
correlação de DEGs associados a cascatas de sinalização de TLR e IFN em PBMCs na a, ausência ou b, presença 
de C. albicans. Histogramas do coeficiente de correlação de Pearson, contendo correlação negativa e positiva de 1 
a -1, respectivamente.  
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Figura 8. Análise de correlação e estratificação entre condição de infeção por C. albicans e controle por 
genes de TLR e IFN. a, Correlações estimadas de DEGs associados a TLR e IFN versus suas 2 primeiras variáveis 
canônicas correspondentes (x-CV1 e x-CV2, para genes associados a IFN; y-CV1 e y-CV2 para genes associados 
a TLR). Variáveis de cor cinza (com nomes omitidos) são aquelas com coeficiente de correlação ≤0,7 em suas 
duas variáveis canônicas correspondentes. As linhas pontilhadas internas limitam o coeficiente de correlação 
canônica entre -0,7 e 0,7, enquanto as linhas pontilhadas externas entre -1 e 1. b e c, Análise de estratificação por 
PCA em condição de PBMCs controle e infectados por C. albicans com base em DEGs associados a TLR e IFN. 
b, Nota-se agrupamentos de DEGs com valores de expressão semelhantes. c, As variáveis com correlação positiva 
estão apontando para o mesmo lado do gráfico; variáveis negativamente correlacionadas apontam para lados 
opostos.  
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4.5 Interação entre as vias de sinalização de TLR e IFN é conservada em resposta a 

espécies de Candida não-albicans  

Verificamos se outras espécies de Candida não-albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis, 

C. tropicalis, bem como a espécie multiresistente C. auris, também induziam expressão genes 

relacionados a TLR e IFN77. A partir dos dados públicos GSE11418078,79, realizamos análises 

de interseção que mostraram 12 e 19 DEGs em comum entre as vias de TLR e IFN, genes estes 

ativados após infecção por diferentes espécies de Candida. Tais DEGs estão envolvidos em 

várias vias relacionadas às vias de sinalização de TLR e IFN (Figura 9a-b). 

Para determinar se essa interação entre as vias de sinalização de TLR e IFN está também 

presente na resposta à C. auris, exploramos o único dataset disponível analisando a resposta 

imune a C. auris e C. albicans (GSE15491177). C. albicans e C. auris modularam de forma 

semelhante os níveis de DEGs envolvidos na sinalização de TLR, incluindo NFKB1, NFKB2, 

JUN e DUSP4, e na sinalização de IFN, como IRFs, GBPs, SOCS1, ISG20, TRIM e IFIT3 

(Figura 10a). Em relação à 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 análise de enriquecimento desses genes 

indica que a interação entre as cascatas de sinalização de TLR e IFN é uma característica 

imunológica 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 após estímulo com 
outras espécies de Candida. Diagrama de Venn mostrando a sobreposição transcricional entre os DEGs 
associados a TLR (a) e IFN (b), bem como as vias de sinalização enriquecidas em resposta a espécies de Candida 
não-albicans (C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis) em comparação com C. albicans.  
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Figura 10. Padrão de expressão e sobreposição entre DEGs induzidas por C. albicans e fungo multiresistente 
C. auris. a, mapas de calor circulares com valores de expressão de DEGs transformados em log2. Compara-se a 
expressão de DEGs associados às vias de sinalização 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 sobreposição transcricional (uma intersecção contendo 237 
DEGs compartilhados) induzida por C. auris e C. albicans. c, Dotplot de vias de sinalização enriquecidas pelos 
237 DEGs compartilhados. 

 

4.6 Erros inatos de imunidade corroboram a interação entre as cascatas de sinalização 

de TLR e IFN 

Com objetivo de avaliar a relevância clínica 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 à candidíase e candidíase mucocutânea, 

conforme descrito por Tangye e colaboradores30. Para esta análise, incluímos apenas mutações, 

mas não polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do inglês 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 referência para tal 

associação. Tais genes foram, então, comparados com os 1096 genes que enriqueceram os 

processos biológicos comuns ativados por C. albicans e, assim, utilizados para formar uma rede 

de interação proteína-proteína altamente interconectada (Figura 11a). É importante notar que 

dentro deste conjunto de 1096 DEGs, 34 dos genes descritos na literatura e associados a EIIs 

também estão em comum; e embora os 66 genes restantes não tenham sido identificados nos 

datasets, ainda sim encontram-se altamente conectados com os DEGs nesta rede, demonstrando 

que, mesmo na ausência de interseção, há interações significativas. 

Além disso, segundo análises de interferoma, 878 genes dos 1096 já foram descritos 

associados à sinalização em vias de interferon, principalmente tipo I e II (Figura 11b), exibindo 

a relevância desta via na interação com os genes encontrados. 
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Figura 11. Interactoma das vias de sinalização de enriquecimento de DEGs envolvidas na resposta imune 
anti-Candida e sua associação com EII. a, Relações (linhas) entre os 1096 DEGs (nós) encontrados em todos os 
estudos. Sub-redes (semicírculos) representam genes com número interação acima de 200 pares entre os 1096 
(coloridos em azul), além genes associados com EII causando aumento da suscetibilidade à candidíase, sendo 34 
genes de nós roxos compartilhados com o grupo de 1096 DEGs, enquanto os 66 nós verdes representam aqueles 
não encontrados nos conjuntos de dados de Candida. Quadrados e círculos coloridos representam a localização 
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celular dos genes. b, Diagrama de Venn de tipos de interferon associados ao grupo de 1096 DEGs. A análise do 
interferoma revelou 878 genes regulados por IFN modulados tanto pelo IFN tipo I, II e III.  

 

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

microarray, RNAseq e sequenciamento de células únicas 

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 alteração gênica associada a TLR e IFN não é 

uma característica particular de uma população de células leucocitárias específica, pois C. 

albicans ativou essa rede em diferentes células inatas (monócitos, NK e pDCs) e adaptativas 

(linfócitos CD4 +, CD8 +  e CD19 +) identificadas pelo conjunto de dados scRNAseq. A Figura 

12a-b ilustra esses 34 genes presentes nas subpopulações de leucócitos e aqueles que constam 

nos datasets de WBCs, PBMCs e moDCs. Em geral, o agrupamento hierárquico de vias 

enriquecidas comuns nas subpopulações de células identificadas por scRNAseq revelou um 

padrão similar de regulação positiva de vias de sinalização associadas a TLR e IFN, formando 

agrupamentos (Figura 12c), conforme demonstrado anteriormente por microarray e RNAseq.  
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Figura 12. DEGs associados a vias de sinalização TLR e IFN presentes entre datasets de microarray, RNAseq 
e scRNAseq. a, Mapa de calor usando valores de expressão de DEGs oriundos de scRNAseq e também presentes 
em estudos de microarray e RNAseq; a condição da célula e o grupo são indicados por cores diferentes. b, 
Agrupamento hierárquico de expressão média comparando células controles e infectadas por C. albicans. c, 
agrupamento hierárquico mostrando vias comuns selecionadas da Figura 3d entre os grupos de células; o tamanho 
dos círculos corresponde ao valor de p-ajustado transformado em − Log10, e a intensidade da cor indica o número 
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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CAPÍTULO 2 – INVESTIGAÇÃO DE PACIENTES COM SUSCETIBILIDADE A 
INFECÇÕES FÚNGICAS SISTÊMICAS. 
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5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 
 Investigar pacientes brasileiros acometidos por micoses recorrentes de aspecto sistêmico, 

visando caracterização laboratorial e genética desses pacientes. 

 

5.2 Objetivos específicos 

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

erros inatos da imunidade e de acordo com a suspeita diagnóstica: 

• Avaliar a resposta do Eixo IL-12/IFN-γ; 

• Verificar o burst oxidativo realizado por fagócitos;  

• Investigar variantes patogênicas associadas a susceptibilidade à infecções fúngicas. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1 Casuística 

Baseado no histórico clínico e familiar, além de exames complementares, selecionamos 

pacientes que apresentaram micoses sistêmicas. Assim sendo, 8 pacientes foram incluídos no 

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

 
Tabela 3. Pacientes incluídos na coorte do estudo e suas respectivas informações. 

ID Sexo 
Ano 

Nasc. 
Infecção Estado 

Histórico 

familiar* 

 Investigação 

genética 

P1 M 2010 Histoplasmose Ceará Sim Sim 
P2 M 1998 - Ceará Sim Sim 
P3 F 2009 Criptococcose Ceará Sim Sim 
P4 M 2005 Paracoccoidoidomicose Rio de Janeiro Não Sim 
P5 M 2014 Paraccocidioidomicose Rio de Janeiro Sim Sim 

P6 F 2014 Aspergilose 
disseminada Ceará Não Sim 

P7 F 2019 Histoplasmose Rio de Janeiro Não Sim 

P8 M 2021 
Candidiase 
disseminada Ceará Não Sim 

* pacientes que possuíam ou possuem familiares com infecções de repetição ou óbitos de causa suspeita ainda 
quando crianças. P.: pacientes; m.: masculino; f.: feminino.  
 

O estudo utilizou amostras de sangue destes pacientes, assim como de doadores sadios 

(controles experimentais) não aparentados que não apresentavam doença infecciosa ou 

congênita diagnosticada. A coleta apenas foi realizada mediante assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, no caso de pacientes crianças ou adolescentes, 

na presença de um dos pais ou responsável legal (CAAE 28130119.0.0000.5467). Os TCLEs 

utilizados constam nos Anexos B e C.  

Em relação à experimentação 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 parâmetros já bem estabelecidos pelo nosso grupo 

de pesquisa e, principalmente, como forma de triagem para defeitos associados tais vias, que 

são importantes na resposta imunológica a fungos, além de propiciar celeridade em relação à 

pesquisa genética. 
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Figura 13. Fluxograma de experimentação e inclusão de pacientes na coorte de estudo. 

 

6.2 Avaliação do eixo IL-12/IFN-γ 

Resumidamente, após as amostras de sangue periférico do paciente e do controle 

experimental serem diluídas com RPMI (Gibco, USA) suplementado (penicilina, 

estreptomicina e soro bovino fetal 10%), foram dispostas em placa de 96 poços de fundo chato, 

em volume final de 200 µL sendo, em seguida, tratadas com os seguintes estímulos: IFN-γ 

(1000 UI/mL; Imunokin, Boehringer Ingelheim) e/ou lisado de micobactérias (LM – 

provenientes do Laboratório de Imunologia das Infecções ICB IV; 2 μg/mL) e IFN-γ e/ou 

bacilo de Calmette-Guérin (BCG – cepa Moreau, doada pelo Instituto Butantã; 5,33´106/poço) 

para análise da produção de IL-12; bem como IL-12 (5 ng/mL; R&D Systems) e/ou LM (10 

μg/mL) e IL-12 e/ou BCG (5,33´106/poço) para avaliação da produção de IFN-γ. Os estímulos 

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

A BCG foi cultivada como descrito previamente na literatura85. 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 agitação constante (200 rpm), 

além de medição constante de densidade ótica através de espectrofotômetro. Posteriormente as 

bactérias foram recuperadas nas fases estacionárias de crescimento, ajustadas as concentrações 

e utilizadas nos testes. As placas com as culturas foram incubadas em estufa CO2 (Thermo 

Fisher Scientific) por 24 horas para a placa de IL-12, e 48 horas para placa de IFN-γ. Assim 

sendo, para que o funcionamento da via do Eixo IL-12/IFN-γ fosse avaliado, a produção de 

ambas as citocinas foi quantificada utilizando o método de ELISA, de acordo com as instruções 

do fabricante (BD Biosciences). 

 

6.3 Avaliação do Burst Oxidativo através da produção de ROS 

Para realização do teste foram utilizados, tanto para pacientes quanto para controles 

saudáveis, 6 tubos de poliestireno de fundo redondo 5mL específico para uso em citômetro de 

fluxo (tubo de citometria), divididos em duplicata com os seguintes grupos: “não marcados”, 

“espontâneos” e “estimulados”. Em seguida, foram adicionados 100μl de sangue total coletado 

em tubo de heparina (BD Vacutainer, EUA) em cada tubo de citometria previamente 

identificado. Após realizado a lise dos eritrócitos – adicionado 2mL de tampão de lise, 

incubação à 37°c durante 10 minutos, centrifugação 900g por 10 minutos, lavagem com adição 

500μl de PBS –, foi adicionado 2,5μl da solução contendo o composto dihydrorhodamine-123 

(DHR, 250nm/mL; Sigma-Aldrich) nos tubos “espontâneos” e “estimulados”, seguido de 

incubação à temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, o phorbol 12-myristate 13-

acetate (PMA, 50nM; Sigma-Aldrich), composto que induz ativação celular e produção de 

Controle experimental

Paciente
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ROS, foi adicionado nos tubos de células nomeados como “estimulados”, e os tubos foram 

incubados por 30 minutos à 37°c. Após realização de lavagem e ressuspensão celular, a 

oxidação do DHR, causada pela presença de ROS, foi detectada no citômetro de fluxo Attune 

NXT (Thermo Fisher Scientific). Para a análise dos dados, foi utilizado o software FlowJo V10 

(Tree Star Inc.). 

 

6.4 Obtenção de neutrófilos de sangue periférico 

 Os neutrófilos humanos foram isolados a partir de sangue periférico coletado em tubo com 

heparina (BD Vacutainer, EUA) por sedimentação em Dextran (Sigma-Aldrich, EUA) sendo 

posteriormente realizada centrifugação em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, 

Suiça). Brevemente, 10 a 15 mL de sangue foram diluídos em 15 mL de Dextran 6% e postos 

para sedimentação por 25 minutos à 37°C. A fração rica em leucócitos e com poucos eritrócitos 

(camada superior) foi então disposta em 12 mL de Ficoll-Hypaque, cuja densidade é de 1,077 

g/mL. Em seguida, foi realizada separação por centrifugação à 900 x g por 20 minutos sem 

freio. A parte superior foi então desprezada e realizou-se lise hipotônica das hemácias presentes 

no pellet com adição de 3 mL de água destilada estéril gelada seguida do acréscimo de 5 mL 

de PBS estéril e centrifugação à 600 x g durante 10 minutos. Os neutrófilos foram então 

ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Life Technologies, EUA), sem vermelho de fenol. A 

quantificação celular foi feita utilizando câmara hemocitométrica, e a viabilidade celular 

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

 

6.5 Avaliação da atividade microbicida de neutrófilos 

 Após realizada extração e contagem dos neutrófilos, adicionou-se 200μL (2 x 105/mL) da 

suspensão de células em tubos FACS identificados em triplicata como “teste”, enquanto 200μL 

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 câmara hemocitométrica. Estas foram, então, adicionadas nos tubos “controles” e 

“testes” no MOI de 2:1 (4 x 105/mL). Em seguida, respeitando a cinética, os tubos foram 

incubados em estufa CO2 à 37°C e após esse período adicionou-se Triton X-100 (0,1%, Sigma-

Aldrich) em todos os tubos durante 15 minutos. Posterior a este período, uma alíquota de 10 

μL de cada tubo diluído previamente em 1:100 foi plaqueada por esgotamento em placas de 
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Petri identificadas e contendo meio ágar Sabouraud (Oxoid ltd), estas placas foram incubadas 

por 18 a 24 horas à 37oC. Após o tempo de incubação, procedeu-se a contagem das unidades 

formadoras de colônia (UFCs) para determinação da atividade microbicida dos neutrófilos, que 

foi avaliada de acordo com o comparativo entre os indivíduos e cinética. A análise foi realizada 

utilizando Prism 7.00 (GraphPad Software Inc.) e os valores foram, então, expressos em UFC 

x 105. 

 

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

 A reação de PCR para gene G6PD foi realizada utilizando água Milli-Q Ultra-Pura, 10x 

buffer, deoxinucleotídeos trifosfato, MgCl (250mM), Taq Polymerase, 2 μl do DNA e os 

primers forward (GCAGTGGCATCAGCAAGA) e reverse (AGTGACGGGTGGAGGAGA), 

obtidos de Chen e colaboradores86. A reação foi realizada no SimpliAmp Thermal Cycler 

(Thermo Fisher Scientific) nas seguintes condições: 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 extensão final de 10 

minutos a 72°C completou a reação. Após a reação de PCR e confirmação das sequencias 

amplificadas em gel de agarose 1,5%, os produtos de PCR foram purificados com utilização de 

ExoSAP (Thermo Fisher Scientific), conforme as instruções do fabricante. As sequências 

obtidas foram comparadas com as sequências disponibilizadas pelo banco de dados NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) com o auxílio do software BioEdit (Tom Hall, 

Ibis Therapeutics). 

 

6.7 Sequenciamento Completo do Exoma e validação por Sanger 

O DNA genômico foi extraído de sangue com EDTA utilizando o Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit de acordo com as instruções do fabricante (Promega Corporation). Em seguida, 

foi-se realizado o WES (Plataforma NovaSeq 6000 Illumina) em busca de variantes associadas 

à clínica 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 análise in 

silico das alterações genéticas identificadas – mutações missense, nonsense, deleções e 

inserções, e o seu potencial no impacto das variações genéticas foi observado por preditores de 

patogenicidade in silico como SIFT, MutationTaster e CADD Score. Posteriormente, as 

variantes candidatas sugestivas de doenças 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 reações de sequenciamento, tanto de WES 

quanto de Sanger, foram executadas no Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de 

Biociências da Universidade de São Paulo. 
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7 RESULTADOS  

7.1 Características clínicas e epidemiológicas dos pacientes incluídos no estudo 

Ao total 8 pacientes foram incluídos em nosso estudo, sendo 3 pacientes do sexo feminino 

e 5 do sexo masculino. A mediana de idade dos pacientes é de aproximadamente 8 anos e 6 

meses (variação de idade de 2 meses a 23 anos). Em relação às infecções fúngicas ocorrentes, 

2 pacientes apresentaram histoplasmose, 2 paraccocidioidomicose e o restante apresentou 

criptococcose, aspergilose e candidíase disseminada. Os pacientes foram encaminhados por  

médicos colaboradores da rede BRAGID provenientes de diferentes regiões do país, sendo 3 

pacientes provenientes da região sudeste, mais especificamente do estado do Rio de Janeiro, 

enquanto os demais do Ceará, região nordeste do Brasil.  

Dos pacientes descritos na Tabela 3, apenas os pacientes P1, P2, P3 e P4 apresentaram 

alterações nos exames de triagem realizados (avaliação do Burst Oxidativo ou avaliação do 

Eixo IL-12/IFN-γ). Entretanto, devido a fatores como infecções fúngicas graves de repetição 

em baixa idade, histórico familiar e outras manifestações clínicas suspeitas, como doenças 

autoimunes ou inflamatórias, todos os oito pacientes incluídos no estudo foram direcionados 

para a investigação genética (P1 e P2 serão discutidos na sessão 7.2; demais casos apresentados 

a seguir). 

Paciente P3, sexo feminino, nascida a termo, sem consanguinidade. Relato de cinco tios 

maternos que morreram na infância sendo causa da morte, sexo e idade destes desconhecidos. 

Mãe possui lúpus eritematoso sistêmico e pai saudável. P3 apresentou os primeiros sintomas 

aos 11 anos de idade, com histórico de tosse durante 2 meses, cefaleia, náuseas e vômitos, 

quando foi então diagnosticada com pneumonia. Além disso, relato de histórico de onicomicose 

em mãos e pés. Isolamento de cultura de lavado broncoalveolar positivo para Cryptococcus 

gattii e PCR multiplex de líquor cefalorraquidiano positivo para Cryptococcus neoformans. 

Níveis de imunoglobulina normais. Foi então referenciada para realização da avaliação do Eixo 

IL-12/IFN-γ, cujo resultado alterado encontra-se na Figura 11.  

Ademais, a avaliação do Burst Oxidativo através da produção de ROS se mostrou normal, 

enquanto a imunofenotipagem de linfócitos realizada demonstrou linfopenia, especialmente nas 

populações CD3+ e CD4+, com populações de linfócito B próximo ao limite inferior (Anexo 

D). Por conseguinte, realizou-se WES, sendo que as únicas variantes provavelmente 

patogênicas encontradas foram nos genes TNFRSF13B (c.T310C, p.C104R), STAT5B 

(c.C662T, p.T221I) e PIK3R1 (c.1086delA, p.X362X), sendo a P3 é heterozigota para estas. 
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Figura 15. Dosagem da concentração de citocinas em sobrenadante de cultura do Paciente P3. Dosagens 
realizadas em 24 horas para placa de IL-12 (gráfico esquerdo) e 48 horas para placa de IFN-γ (gráfico direito). 
NE: não estimulado; LM: lisado de micobactérias; IFN-γ: interferon-γ; BCG: bacilo de Calmette-Guérin. 

 

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

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

e posteriormente diagnosticado com paracoccidioidomicose ganglionar; teve alta hospitalar 

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

manifestação clínica, quando foi encaminhado para avaliação do Eixo IL-12/IFN-γ, cujo 

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

concentrações de IL-12 e IFN-γ. O mesmo foi então encaminhado ao WES, entretanto nenhuma 

variante patogênica ou EII associados foram identificados. 

 

 
Figura 16. Dosagem da concentração de citocinas em sobrenadante de cultura do Paciente P4. Dosagens 
realizadas em 24 horas para placa de IL-12 (gráfico esquerdo) e 48 horas para placa de IFN-γ (gráfico direito). 
NE: não estimulado; LM: lisado de micobactérias; IFN-γ: interferon-γ; 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 biópsia de gânglio clavicular esquerdo, sendo 

refratário ao esquema de tratamento realizado com anfotericina B e itraconazol. Relato de 

pneumonia recorrente, além de diarreia e artrite. Família descreveu, ainda, histórico familiar 

indicativo com falecimento do irmão 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 execução da 

avaliação do Eixo IL-12/IFN-γ e do Burst Oxidativo, cujos resultados foram normais. Devido 

ao histórico clínico e familiar, sucedemos para investigação genética por sequenciamento 

Sanger do gene IKBKG (NEMO) em um paralelo com o sequenciamento de um indivíduo 

saudável, contudo variantes patogênicas ou EII que justificassem os eventos clínicos não foram 

encontrados. Os exames aqui citados encontram-se no Anexo E. 

Paciente P6, sexo feminino, nascida a termo e sem histórico de consanguinidade. História 

prévia de pneumonia necrotizante grave aos 11 meses de idade; tratada diversas vezes para 

pneumonia, porém sem melhoria. Realizou-se tomografia de tórax onde foi evidenciado 

imagem de massa fúngica com posterior sorologia positiva para Aspergillus niger e Aspergillus 

fumigatus, tentativa de tratamento com itraconazol sem sucesso. A P6 então foi encaminhada 

para realização da avaliação do Eixo IL-12/IFN-γ e do Burst Oxidativo, cujos resultados foram 

normais (Anexo F); porém, por conta do histórico clínico, realizou-se sequenciamento por 

WES, no qual não foram evidenciadas variantes patogênicas ou EII associados ao fenótipo. 

Paciente P7, sexo feminino, nascida a termo e sem histórico de consanguinidade, internou 

com infecção grave por SARS-CoV-2, evoluindo posteriormente com síndrome 

hemofagocítica, não respondendo ao tratamento. Realizaram identificação de infecção 

disseminada grave por Histoplasma spp.. Referenciada para avaliação do Eixo IL-12/IFN-γ e 

do Burst Oxidativo, entretanto resultados foram normais (Anexo G). Devido à severidade do 

caso associada a idade da P7, realizou-se sequenciamento por WES, no entanto variantes 

patogênicas ou EII não foram encontrados. 

Paciente P8, sexo masculino, nascido a termo e filho de primos de segundo grau. Com um 

mês 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 ressonância magnética de crânio evidenciou lesões sugestivas de abcessos 

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

evidenciou variantes patogênicas ou EII. 

 

7.2 Caso de Deficiência na Glicose-6-Fosfato Desidrogenase 

7.2.1 Histórico familiar e clínico 

 Paciente P1, sexo masculino, nascido a termo e de família sem histórico de 

consanguinidade. Deficiência de G6PD identificada aos 6 meses de vida por dosagem da 

enzima G6PD, momento em que apresentava crise hemolítica, palidez e anemia graves. A mãe 

referiu-se a outros dois filhos que vieram a óbito por infecções fúngicas disseminadas, dos quais 

apenas um havia realizado teste de atividade enzimática G6PD, sendo esta alterada. O P1 

apresentou sintomas clínicos aos 8 anos e 11 meses, cursando com pneumonia grave por 

Histoplasma spp., além de artrite, sepse e crises hemolíticas recorrentes. Exibiu melhoria no 

quadro ao ser tratado com anfotericina B. A avaliação clínica e tratamento foram realizados no 

Hospital Infantil Albert Sabin, localizado em Fortaleza – CE, sob supervisão da Dra. Janaira 

Fernandes. Aos 10 anos de idade, o P1 foi encaminhado para investigação pelo nosso grupo de 

pesquisa. Aos 11 anos de idade, o paciente veio à óbito por infecção pulmonar grave, sepse e 

insuficiência respiratória.  

 Devido ao óbito do P1, o prosseguimento complementar do estudo se deu a partir da 

convocação do irmão deste, sendo paciente P2, sexo masculino, nascido a termo. Deficiência 

de G6PD caracterizada durante infância após quadros de crise hemolítica, quando foi então 

internado. Até o presente momento do estudo o P2 não apresentou quadro de doenças 

infecciosas. 

A Figura 13 demonstra o heredograma familiar, indicando probandos P1 e P2, bem como 

outros membros da família. Além do P1, indivíduos II. 3 e II. 5 também vieram a óbito, 

entretanto dentre estes dois apenas o último realizou dosagem da atividade enzimática de 

G6PD, cujo resultado foi alterado – razão pela qual inferiu-se que este era afetado pela mesma 

variante que será discutida adiante. 
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Figura 17. Representação do heredograma familiar dos pacientes P1 e P2 (II. 1 e II.2). P1 e P2 estão indicados 
por setas. Os indivíduos afetados e portadores de alterações no gene G6PD foram confirmados por dosagem da 
atividade enzimática de G6PD e/ou sequenciamento de Sanger, sendo o resultado mostrado posteriormente.  

 

7.2.2 Avaliação da produção espécies reativas de oxigênio 

 Uma das principais razões associadas à suscetibilidade a infecções em pacientes com 

deficiência em G6PD seria a resposta defeituosa durante a produção de ROS, principalmente 

em variantes mais graves, em que a atividade enzimática se encontra abaixo dos 10%87. Com 

base nisso, realizamos avaliação da produção de ROS dos pacientes P1 e P2, bem como da sua 

mãe (Figura 14). Como pode ser observado, mesmo após o estímulo com o PMA, potente 

indutor da geração de ROS, tanto P1 quanto P2 apresentaram baixa produção de ROS em 

comparação com o controle experimental, enquanto a mãe apresentou resposta característica de 

portadora, exibindo duas populações celulares produzindo quantidades distintas de ROS. 

 

 
Figura 18. Ensaio de DHR realizado para indivíduos I. 2 (mãe), II.1 (Paciente P1) e II. 2 (Paciente P2). 
Indivíduo I. 2 apresenta padrão de portadora da síndrome, caracterizada pela apresentação de duas populações 
celulares distintas no que se refere à produção de ROS. Enquanto indivíduos II. 1 e II. 2 possuem baixa produção 
de ROS quando comparado ao controle experimental.  
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7.2.3 Caracterização genética da variante G6PD c.1339G>A  

 Levando em consideração que além de deficiências graves em G6PD outros EII também 

podem cursar com atividade baixa na produção de ROS46, realizou-se sequenciamento por WES 

do paciente P1 para identificar possíveis variantes patogênicas. Foi identificada a variante 

c.1339G>A, localizada no exon 11 do gene G6PD, cuja alteração resulta na substituição do 

aminoácido glicina pelo aminoácido arginina no resíduo 447 (p.G447Arg) da proteína G6PD. 

Tal variante é descrita na literatura e também pelas análises in silico como patogênica 

(Polyphen2 = 1, Sift = 0, MutationTaster = 0,99), sendo conhecida como G6PD Santiago de 

Cuba – local em que foi relatada pela primeira vez88. 

 De modo a realizar a confirmação da variante encontrada no WES, fez-se sequenciamento 

por Sanger, tanto dos pacientes P1 e P2 quanto da mãe e irmãs. O painel de cromatograma 

abaixo (Figura 15) demonstra o resultado do Sanger a partir do sequenciamento do exon 11 do 

gene G6PD; nota-se que P1 (II.1) e P2 (II. 2) apresentam a troca dos pares de base associados 

à variante c.1339G>A, sendo hemizigotos para tal, enquanto a mãe e duas de três irmãs (I.2, II. 

6, II.7) apresentam-se como portadoras para a variante em questão, confirmando assim o 

resultado do WES. 

 
Figura 19. Cromatograma representativo do sequenciamento do exon 11 do gene G6PD. Análise genética 
por Sanger confirmando variante c.1339G>A em hemizigose nos indivíduos II. 1 (P1) e II. 2 (P2), além de 
condição de portador para indivíduos I. 2, II. 6 e II. 7. 
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7.2.4 Ensaio de atividade microbicida de neutrófilos 

A atividade microbicida foi avaliada em um comparativo entre neutrófilos de um controle 

experimental saudável e do P2. Para um indivíduo saudável espera-se que haja um decréscimo 

na quantidade de UFCs conforme a cinética do experimento, uma vez que as células, neste caso 

neutrófilos, em contato com as C. albicans, desempenharão atividade microbicida tanto pela 

liberação de NETs quanto pela indução do complexo NADPH-oxidase89. Entretanto, foi 

possível observar que os neutrófilos do P2 apresentam atividade microbicida reduzida, 

acentuada principalmente aos 120 minutos, em que ocorre maior discrepância quando em 

comparação ao controle saudável (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20. Avaliação da função microbicida de neutrófilos em comparativo entre controle saudável e P2. P2 
apresenta atividade microbicida reduzida em comparativo com controle saudável, sendo esta diferença marcada 
principalmente aos 120 minutos. UFC: unidades formadoras de colônia. 

 
7.2.5 Análise in silico relacionada à proteína G6PD p.G447R mutante 

 Para investigar a consequência a nível proteico da variante encontrada, realizou-se uma 

análise preditiva in silico pelo software DynaMut (http://biosig.unimelb.edu.au/dynamut/)90. De 

acordo com as análises, o valor de ΔΔG da proteína mutante, uma medida preditora de 

alterações de afinidade de ligação após a mutação, é de -0.968 kcal/mol, valor que indica a 

geração de molécula instável91. O quadro esquerdo da Figura 17 apresenta os resíduos de 

aminoácidos afetados após a substituição da glicina para arginina (representado pelas cores azul 

e vermelho), enquanto o quadro direito demonstra as interações presentes em uma proteína 

normal em comparativo com a proteína mutante.  
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Figura 21. Análise de estrutura 3D da proteína normal e da proteína mutante p.G447R G6PD. Análise 
demonstrando resíduos afetados pela mudança do aminoácido glicina para arginina (quadro esquerdo), juntamente 
com valor de ΔΔG, que indica instabilidade da proteína gerada. Novas interações são formadas a partir da 
substituição da arginina, uma vez que este é um aminoácido com cadeia lateral maior, sendo também menos 
flexível (quadro direito).  
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8 DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, avaliamos datasets disponíveis de transcriptoma em várias subpopulações 

de leucócitos. A partir de diversas análises de bioinformática integradas, identificamos DEGs 

comuns, processos biológicos e vias de sinalização consistentemente moduladas em resposta a 

patógenos fúngicos (Candida spp.). Entre esses DEGs, destacamos aqueles envolvidos nas 

cascatas de sinalização de IFN-α/β (por exemplo, ISGs, IRFs, SOCS e GBPs), TLR3,4,7/8,9 e 

NF-κB mediadas por TRAF, evidenciando que a correlação de DEGs envolvidos nestes grupos 

aumentam após estimulação com C. albicans. Ademais, realizamos também um estudo com 

pacientes brasileiros com suscetibilidade a infecções fúngicas, de modo a identificar possíveis 

erros inatos da imunidade associados. Oito pacientes com características clínicas distintas e 

infecções fúngicas recorrentes foram incluídos no estudo, sendo que o principal achado foi a 

identificação de uma família com deficiência de G6PD, a qual é causada por uma variante ainda 

não descrita em pacientes brasileiros, e associada suscetibilidade por histoplasmose 

disseminada. 

A associação entre a ativação de PRRs e a produção de citocinas pelas células do sistema 

imunológico é crucial para uma resposta imune adequada a patógenos. Essa associação tem 

sido bem investigada por estudos individuais ou estratégias destinadas a identificar a assinatura 

transcriptômica antifúngica76,77,92,93. Em nosso estudo, foi possível demonstrar a consistente 

interação 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 

sobreposição entre a resposta imune antiviral e antifúngica, contribuindo para reforçar o papel 

do IFN tipo 1 na resposta anti-Candida94–100.  

Tem sido sugerido que diferentes TLRs ativam sinergicamente células imunes para, por 

exemplo, induzir a expressão de várias moléculas pró-inflamatórias através da cooperação das 

vias de sinalização NF-κB, IRF, STAT, MAPK e PI3K101–103. Por um lado, a sinalização de NF-

κB induzida por TLR promove a produção de várias citocinas-chave, incluindo IFNs, que 

ativam a via de sinalização mediada por STAT1104. Por outro lado, o IFN-γ promove a 

expressão de genes que codificam TLRs105–108. Os IFNs também potencializam a transcrição de 

genes induzida por TLR criando abertura de cromatina por meio de acetilação de histonas o que 

permite a ligação de fatores de transcrição como STAT1 e IRF-1 em promotores e 

intensificadores em loci de TNF, IL6 e IL12B92. 

É válido pontuar que nosso estudo de análises de bioinformática tem algumas limitações 

que precisam ser consideradas. Variações relacionadas aos diferentes estudos, incluindo as 
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diferentes cepas de C. albicans utilizadas, a variação nos tempos de estimulação in vitro, a 

multiplicidade de infecção (MOI, do inglês multiplicity of infection) aplicada e as condições 

dos organismos (mortos/inativados pelo calor ou vivos) devem ser levadas em consideração. 

Esses fatores podem afetar a resposta imune do hospedeiro de diferentes maneiras109. Sendo 

assim, é importante que estudos futuros abordem o impacto desses fatores na dinâmica 

transcricional em resposta a Candida. 

Digno de nota, estudos recentes sugerem que a indução específica de respostas de IFN 

tipo I a espécies de Candida não se limita apenas às células imunes, uma vez que estudos in 

vivo confirmam o papel do IFN tipo I na resposta de células epiteliais do hospedeiro contra C. 

albicans110,111. Em concordância, outro estudo evidenciou que a resposta de IFN tipo I também 

é induzida por células epiteliais vaginais a uma variedade de espécies de Candida112. No 

entanto, enquanto essa resposta mostrou um papel protetor nos estágios iniciais da infecção, 

efeitos opostos (como dano tecidual) foram observados nos estágios posteriores. Esse conjunto 

de evidências corrobora com diversos estudos que mostram que os IFNs podem desempenhar 

papéis benéficos ou prejudiciais na defesa do hospedeiro contra a candidíase. Ou seja, embora 

essas citocinas sejam essenciais para controlar o desenvolvimento de infecções graves por 

Candida spp., promovendo a ação inflamatória dos fagócitos, a ativação descontrolada dessas 

células por IFNs durante a sepse pode contribuir para o dano tecidual fatal113–116. Portanto, a 

compreensão da rede TLR-IFN durante diferentes momentos de infecção por Candida spp. 

fornecerá informações valiosas para o manejo clínico dos pacientes.  

É importante notar que entre os DEGs consistentemente identificados estão aqueles 

previamente associados a EII que aumentam a suscetibilidade do hospedeiro a infecções 

fúngicas, dentre os quais estavam o gene G6PD ou até mesmo outros associados à candidíase 

mucocutânea crônica. Os EIIs representam um campo de pesquisa essencial que tem sido muito 

útil para investigar modelos de suscetibilidade humana à infecção117–119. Dos 430 EIIs 

moleculares definidos recentemente resumidos pelo Comitê de Especialistas da IUIS, mais de 

20 síndromes foram reconhecidas como relacionadas à suscetibilidade a infecções fúngicas31. 

Constatou-se, então, a relevância dos eventos de interação caracterizados por nossa análise, 

aumentando a compreensão de vias imunológicas consistentes essenciais para a resposta imune 

a infecções por Candida.  

Para além disso, estudos de coorte com pacientes que possuem susceptibilidade a infecções 

representam importante possibilidade na caracterização de tais EIIs. Em nossa coorte de 

pacientes, foi possível verificar diferentes infecções fúngicas, dentre as quais histoplasmose (P1 
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e P6), paracoccidioidomicose (P4 e P5), criptococose (P3), aspergilose (P6) e candidíase (P8) 

disseminadas; esta diversidade de micoses e a distribuição regional observada está de acordo 

com a prevalência estimada abordada anteriormente45. 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 congênitos no sistema imunológico e suas consequencias aparecem 

ainda nos primeiros anos da infância, estágio em que normalmente é realizado o diagnóstico120.  

No entanto, apesar da clínica sugestiva associada a baixa idade, bem como de alguns 

exames alterados, dentre os oito pacientes apenas quatro (P1, P2, P3) apresentaram variantes 

patogênicas em algum componente do sistema imunológico. A ausência de variantes 

identificadas nos demais pacientes, para além da possibilidade destes de fato não possuírem 

nenhum EII, sugere também uma limitação da técnica, uma vez que variantes podem ocorrer 

também em regiões não codificantes do genoma e, assim, não serem identificadas pelo WES, 

indicando que mais estudos são necessários121. 

Em relação aos irmãos P1 e P2, sabe-se que o gene G6PD localiza-se no cromossomo X, 

assim sendo deficiências associadas a este gene traduzem-se clinicamente mais prevalentes em 

homens, como observamos nesta família122. As variantes mais presentes no Brasil são G202A, 

A376G e C563T, estas cursando com quadros clínicos de moderado à grave, em que a principal 

manifestação clínica é anemia hemolítica, por conta da ausência ou diminuição do papel 

protetivo que esta via exerce relacionada aos agentes oxidantes123. No entanto, a variante aqui 

evidenciada, sendo esta G6PD c.1339G>A – também conhecida como Santiago de Cuba88, é 

uma variante classificada como do tipo I, ou seja, compõe a classe de variantes mais graves no 

espectro de G6PD, cuja atividade enzimática chega a ser menor que 10%, o que explica o 

fenótipo clínico e resultados alterados nos exames realizados. 

Como anteriormente exposto, esta baixa atividade enzimática explicaria a razão pela qual 

pacientes com deficiências graves em G6PD apresentam resposta defeituosa durante produção 

de ROS, os deixando propensos ao desenvolvimento de quadros infecciosos87. A partir da 

análise da produção de ROS em nossos pacientes, foi de fato possível confirmar que esta 

afirmação também é válida para a variante Santiago de Cuba, uma vez que P1 e P2 apresentaram 

produção inadequada dessa substância. Esta alteração na produção de ROS ocorre porque uma 

das fontes essenciais de NADPH dos fagócitos é a via das hexoses monofosfato, dentre as quais 

a G6PD é uma das principais enzimas, já que esta catalisa a reação que converte glicose-6-

fosfato em 6-fosfoglucolactona, ao mesmo passo que reduz NADP+ em NADPH. Ou seja, na 

ausência ou baixa atividade da enzima, pouco NADPH encontra-se disponível para o 
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prosseguimento das reações de metabolismo oxidativo a nível do complexo NADPH-oxidase 

em fagócitos, conforme descrito por Rosa-Borges e colaboradores124. Além disso, P2 

apresentou, ainda, atividade microbicida a C. albicans defeituosa quando comparado com o 

controle experimental, isto provavelmente devido aos baixos níveis de ROS presentes, sendo 

estes necessários para execução da morte de microrganismos87. 

Ademais, Shannon e colaboradores125, ao discorrerem sobre diversas variantes classe I em 

G6PD, atentaram-se ao fato de que a substituição G447R, apresentada por nossos pacientes, 

ocorre próxima a uma ponte dissulfeto, importantes estruturas associadas à estabilização 

proteica, discorrendo, então, que seria improvável esta estrutura ser formada adequadamente 

na ausência da glicina, um aminoácido pequeno e flexível. Esta evidência corrobora, assim, 

para uma possível explicação do porquê as enzimas destes pacientes possuem baixa atividade 

e, além disso, vai de encontro a nossa análise in silico, em que indicamos que a mesma 

apresenta-se com grau de instabilidade, devido a um enrijecimento da estrutura da proteína 

mutante. 

Apesar de não haver descrição na literatura associando a deficiência de G6PD com 

suscetibilidade à histoplasmose disseminada – sendo o nosso estudo o primeiro que descreve 

tal associação, pesquisas evidenciam que tais pacientes possuem propensão a infecções 

recorrentes, dentre as quais as fúngicas48, como observamos nesta família. No entanto, 

interessantemente, o paciente P2 até o momento não desenvolveu nenhum quadro de infecção, 

em contraste aos seus irmãos, que vieram a óbito devido a estas; levando em consideração que 

os exames realizados demonstram parâmetros similares, a hipótese seria a ausência da 

exposição ambiental.  

Outrossim, a paciente P3, apesar da clínica, histórico familiar e resultados de exames 

sugestivos, apresentou apenas três variantes em heterozigose e preditas como patogênicas, das 

quais TNFRSF13B (c.T310C, p.C104R) e PIK3RI (c.1086delA, p.X362X) são associadas à 

denominada Imunodeficiência Comum Variável (CVID, do inglês Common variable immune 

deficiency), além de STAT5B (c.C662T, p.T221I); importante ressaltar que estas deficiências 

podem cursar com padrão de herança autossômica dominante31,126. Todas essas variantes 

associam-se com algum distúrbio nos níveis de imunoglobulinas circulantes, sendo este 

parâmetro inclusive necessário para o diagnóstico de CVID, cujos pacientes normalmente 

possuem hipogamaglobulinemia e infecções recorrentes, além de outras manifestações127. No 

entanto, a paciente em questão até o momento não desenvolveu nenhum quadro primário ou de 

características secundárias para nenhuma destas variantes, como exemplo alterações em níveis 
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de imunoglobulina e déficit de crescimento, como no caso de deficiência de STAT5B, além de 

outras31. Assim sendo, inferimos que a mesma possui imunodeficiência celular, vide linfopenia 

CD3+ e CD4+, com repercussões funcionais, porém alterações em genes de significado incerto, 

indicando limitações da técnica. 

Nosso estudo confirma pesquisas mecanicistas relatadas anteriormente e fornece uma nova 

visão sobre a rede molecular das vias de sinalização de TLR e IFN na resposta imune anti-

Candida. Essas redes precisam ser mais investigadas em outras micoses 

(paracoccidioidomicose, histoplasmose e criptococose) e doenças negligenciadas (dengue, 

Zika, leishmaniose e doença de Chagas) que ocorrem em países em desenvolvimento128. Além 

disso, relatamos o primeiro caso de deficiência de G6PD Santiago de Cuba no Brasil, bem como 

a primeira associação entre esta deficiência e histoplasmose disseminada. Complementarmente, 

fornecemos importantes informações a nível de aconselhamento genético para a família 

acometida com tal EII.  Apesar de não ter sido possível o diagnóstico conclusivo de parte dos 

pacientes aqui relatados, por intermédio do estudo foi possível fornecer insights e excluir 

possibilidades diagnósticas, auxiliando no manejo clínico destes. Em última análise, esperamos 

que o presente estudo possa, ao fornecer e reforçar informações, auxiliar na compreensão da 

resposta imunológica a fungos, impactando positivamente a vida de pacientes suscetíveis a 

estes.  
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9 CONCLUSÕES FINAIS 

Nosso trabalho fornece uma visão de imunologia de sistemas, revelando uma interação de 

rede consistente entre as vias de sinalização de TLR e IFN em resposta a Candida spp.. Este 

estudo também fornece informações sobre o mecanismo imunológico sistêmico contra 

infecções fúngicas. Além disso, relatamos o primeiro caso de deficiência de G6PD – Santiago 

de Cuba no Brasil, bem como a primeira associação entre esta deficiência e suscetibilidade a 

histoplasmose disseminada. O desfecho crítico deste caso revela a importância de diagnósticos 

precoces, acesso a exames laboratoriais e educação médica, além de estudos que visem avançar 

no conhecimento sobre essas patologias, facilitando a identificação e diagnóstico de novos 

fenótipos. Por fim, nosso estudo indica que a exploração de abordagens genômicas funcionais 

por meio da aplicação de métodos de imunologia de sistemas para investigar EIIs fornecerá 

novas oportunidades para maior compreensão do sistema imunológico. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A - Genes descritos associados a suscetibilidade a candidíase 

 
Genes descritos associados à suscetibilidade a candidíase 

Lista de 
genes Autores Digital Object Identifier (DOI) 

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.jaci.2011.10.026 

CLEC7A Ferwerda et al. (2009) 10.1056/nejmoa0901053 

CORO1A Notarangelo (2014) 
10.1016/b978-0-12-800100-4.00004-

0 
CYBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

DOCK2 Alosaimi et al. (2019) 10.1016/j.jaci.2019.02.020 
DOCK8 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 Döffinger et al. (2004) 10.1086/380453 

IFNGR1 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 

IL17RA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
IL7RA Lev et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.01672 
IRF8 Bustamante et al. (2014) 10.1016/j.smim.2014.09.008 

ISG15 Kalvakolanu et al. (2017) 
10.1016/b978-0-12-801238-3.96116-

6 
ITGB2 Parvaneh et al. (2010) 10.1007/s10875-010-9433-2 
JAGN1 Khandagale1 et al. (2018) 10.1002/jlb.4a0118-030rr 
JAK1 Eletto et al. (2016) 10.1038/ncomms13992 
JAK3 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

MAPK8 Li et al. (2019) 10.1126/sciimmunol.aax7965 
NCF1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
NEMO Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
NFKB1 Lorenzini et al. (2020) 10.1016/j.jaci.2019.11.051 
PIK3CD Rodriquez et al. (2019) 10.1084/jem.20190678 

PRF1 D. Capalbo et al. (2012) 10.3275/8055 
STAT1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

TRAF3IP2 Bhattad et al. (2019) 10.1007/s10875-019-00664-x 
CYBB Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
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RFXANK Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

RFXAP Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

AIRE Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

AK2 Hoenig et al. (2017) 10.1182/blood-2016-11-745638 

BCL10 Tangye & Al-Herz et al. (2020) 10.1007/s10875-019-00737-x 
CD3D Saint-Basile et al. (2004) 10.1172/jci22588 

CD3E Saint-Basile et al. (2004) 10.1172/jci22588 

CD3G Lee et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.02833 

CD3Z Christopoulos et al. (2015) 10.4049/jimmunol.1402805 

CD40LG Marques et al. (2012) 10.1016/j.jaci.2011.10.026 
CHD7 Wong et al. (2015) 10.1038/ejhg.2015.7 

CIITA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

CYBC1 Arnadottir et al. (2018) 10.1038/s41467-018-06964-x 
DCLRE1B Caba, Gug & Gorduza (2020) 10.3892/etm.2020.9517 

DCLRE1C Felgentreff et al. (2015) 10.1016/j.jaci.2015.03.005 

DKC1 Cossu et al. (2002) 10.1046/j.1365-2141.2002.03822.x 

ELA2 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

EPG5 Tangye & Al-Herz et al. (2020) 10.1007/s10875-019-00737-x 
HAX1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

IFNGR2 Bandari et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.01964 

IL12RB1 de Beaucoudrey et al. (2010) 10.1097/md.0b013e3181fdd832 

IL17F Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

IL17RC Ling et al. (2017) 10.1084/jem.20141065 

IL2RG Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

INO80 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
LCK Ballas et al. (1998) 10.1172/jci3205 

LIG4 Boone et al. (2019) 10.3389/fped.2018.00426 

LRBA Gámez-Díaz et al. (2016) 10.1016/j.jaci.2015.09.025 
MAGT1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

MPO Lehrer & Cline et al. (1969) 10.1172/jci106114 

MSH6 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
MST1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

NBS1 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
NCF2 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

NCF4 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

NHEJ1 De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
ORAI1 Feske, Picard & Fischer (2010) 10.1016/j.clim.2010.01.011 

PMS2 Tesch et al. (2018) 10.3389/fimmu.2018.01506 

PNP Madkaikar et al. (2011) 10.1136/bcr.09.2011.4804 

PRKDC Mathieu et al. (2015) 10.1016/j.jaci.2015.01.040 

PTPRC 
Lionakis, Netea & Holland 

(2014) 10.1101/cshperspect.a019638 

RAG1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 
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RAG2 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

RFX5 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

RMRP 
Makitie, Pukkala & Kaitila 

(2001) 10.1136/adc.84.1.65 

RORC Constantine (2020) 10.12688/f1000research.22036.1 

SLC37A4 Lee et al. (2016) 10.5223/pghn.2016.19.1.71 

SPPL2A Bustamante (2020) 10.1007/s00439-020-02120-y 

STAT3 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

STIM1 Kahlfuss et al. (2020) 10.15252/emmm.201911592 

STK4 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

TBX1 Graham Davies (2013) 10.3389/fimmu.2013.00322 

TCRA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

TERT Davidson & Connor (1988) 10.1136/jmg.25.12.843 

TINF2 Caba, Gug & Gorduza (2020) 10.3892/etm.2020.9517 

TYK2 
Lionakis, Netea & Holland 

(2014) 10.1101/cshperspect.a019638 

UNC119 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031 

UNG De La Morena (2016) 10.1016/j.jaip.2016.09.013 
WDR1 Pfajfer et al. (2018) 10.1016/j.jaci.2018.04.023 
WHN Bosticardo et al. (2019) 10.1016/j.ajhg.2019.07.014 

ZAP70 Gavino et al. (2017) 10.1016/j.jaci.2017.02.002 

ZBTB24 Nitta et al. (2013) 10.1038/jhg.2013.56 

ZNF341 Tangye & Al-Herz et al. (2020) 10.1007/s10875-019-00737-x 
IL12RB2 Smeekens et al. (2011) 10.1371/journal.pone.0029248 

IL23R Smeekens et al. (2011) 10.1371/journal.pone.0029249 
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ANEXO B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (maiores de 18 anos) 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(Adultos) 

 
ESTUDO: CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DE PACIENTES 
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIÊNCIAS PRIMÁRIAS ACOMETIDOS POR MICOSES 
SISTÊMICAS 
 
Você está sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo 
contém todas as informações necessárias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboração neste 
estudo será de muita importância para nós, mas se desistir a qualquer momento, isso não causará 
nenhum prejuízo a você.  

 
DADOS DO PARTICIPANTE 

 
Nome: _____________________________________________________________ 
Documento de Identidade: _____________________________Sexo:  M [     ]  F[      ] 
Data de Nascimento: _____/_____/_____Endereço: 
__________________________________________________ Nº _______ Compl.: _______Bairro: 
___________________________________CEP: 
________________________Cidade:____________________Estado: ___________ 
Telefones para contato: ( ) ___________________________ / _________________ 
E-mail (opcional):_____________________________________________________ 

 
 
I.Objetivos do estudo - O estudo é necessário para que se possam entender sobre as doenças chamadas 

de Imunodeficiências Primárias. As Imunodeficiências Primárias são doenças que acometem o sistema 

de defesa (imune) do organismo desde o nascimento, devido a alterações genéticas; desta forma, devido 

ao enfraquecimento das defesas do organismo, os indivíduos apresentam susceptibilidade a infecções, 

dentre estas infecções causadas por fungos, tais quais bolores e mofos. Com esse estudo, portanto, 

poderá ser obtido uma melhor compreensão da resposta de defesa à infecções por fungos, informações 

relevantes para possível desenvolvimento de novas estratégias de tratamento, bem como de indicadores 

de diagnóstico e prognóstico, além do aconselhamento genético adequado, objetivando, assim, a 

melhora no manejo e qualidade de vida dos pacientes afetados. Neste trabalho, será avaliado o 

funcionamento das células sanguíneas importantes para a eliminação de microrganismos causadores de 

doenças. 

 
II.Quem é convidado a participar do estudo - Estão sendo convidados a participar do estudo pessoas 

do sexo feminino e masculino, que (se enquadram nos parâmetros descritos pela Fundação Jeffrey 

Modell e Cruz Vermelha Americana, adaptados para o nosso meio pelo Grupo Brasileiro de 

Imunodeficiências (BRAGID). Eventos de infecção ativa e/ou neoplasia, insuficiência renal ou hepática, 
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pacientes portadores do vírus HIV ou tratados com corticosteroides, além de outras doenças 

correlacionadas, serão usados como critério de exclusão, uma vez que se enquadram em quadro de 

susceptibilidade a infecções, interferindo com a suspeita de Imunodeficiências Primárias. 

 
Como será feito o estudo – Para participar deste estudo você terá que ao local da coleta indicada pelo 
médico responsável (centro de coleta ou hospital) uma única vez e sua participação começará somente 
após a assinatura deste documento. 
 
Benefícios para o participante - A participação neste projeto não tem objetivo de tratamento e não 
haverá nenhum custo para você. 
 
Assistência e indenização ao participante – Para participar da pesquisa você não receberá nenhum 
valor, somente serão ressarcidas as despesas que você vier a ter com condução ou alimentação, se for o 
caso. O participante receberá assistência integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for 
necessário e avaliado por profissional competente, em caso de danos decorrentes da pesquisa.  
Desconfortos e riscos esperados - Será realizada uma coleta de 15 mL de sangue periférico por punção 
venosa do (a) voluntário (a). O sangue será colhido por um enfermeiro ou técnico de enfermagem.  As 
amostras serão sempre colhidas com assepsia local e com uso de seringas, agulhas ou tubos de coleta de 
sangue estéreis e descartáveis. Com isso, os riscos para os participantes serão mínimos. Poderá haver 
desconforto no momento da coleta. Após a coleta, recomenda-se que o paciente permaneça com o braço 
estendido para que não haja formação de como dor local, hematoma, vermelhidão na pele, inflamação. 
 
Interrupção na participação do estudo - A participação nesse estudo é voluntária. Se você escolher 
não participar seus direitos serão preservados e não sofrerá nenhum tipo de punição. Se decidir 
participar, você poderá se retirar do estudo a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuízo ou recusar 
qualquer procedimento, nesse caso, por favor, comunique a equipe do estudo. 
 
Garantia de acesso – A qualquer momento, se você tiver alguma preocupação ou dúvidas sobre a 

pesquisa, poderá entrar em contato com o responsável pelo estudo. Poderá também contatar a Secretaria 

da Comissão de Ética em Pesquisa com Seres Humanos – ICB/USP, no telefone (11) 3091-7733 ou 

através do e-mail cep@icb.usp.br, de segunda-feira a sexta-feira das 8:00-11:30 e das 14:00-16:00 ou o 

pesquisador responsável pela pesquisa Ranieri Coelho Salgado  no telefone (11) 3091-7435 para 

recursos ou reclamações em relação ao presente estudo. 

Esclarecimento sobre o Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciências 
Biomédicas da USP (https://ww2.icb.usp.br/icb/cepsh/) e o Conselho Nacional de Ética em Pesquisa – 
CONEP (http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html): Ambos são comitês que 
avaliam os aspectos éticos de projetos que envolvem amostras humanas, como este que você está sendo 
convidado a participar. O CEP é o comitê local e o CONEP é nacional. Ambos possuem profissionais 
de várias áreas para que a avaliação dos projetos seja o mais fidedigno possível. Este projeto foi enviado 
ao CEP para aprovação antes de ser apresentado a você. 
 
Direito de confidencialidade - Todas as informações deste estudo são confidenciais. Seu nome ou 
qualquer dado que possa identificá-lo não será publicado na divulgação dos resultados. Somente pessoas 
que fazem parte da equipe da pesquisa poderão ter acesso aos seus registros. Esse acesso será utilizado 
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para realizar, acompanhar a pesquisa e analisar os dados obtidos. As normas brasileiras que o protegem 
serão respeitadas. 
 
Você tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboração neste estudo no momento em que 
desejar sem necessidade de qualquer explicação. A desistência não causará nenhum prejuízo a sua saúde 
ou bem-estar físico e não irá interferir no atendimento ou tratamento médico que você possa estar 
recebendo; 
Caso desejar, poderá tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa. 
 
Armazenamento do material coletado (Biorrepositório) - As amostras do material que você doou para 
este estudo serão utilizadas para analisar o funcionamento das células sanguíneas importantes para a 
eliminação de microrganismos causadores de doenças. Após o processamento das amostras poderá 
haverá sobra desse material que iremos armazenar para futuras pesquisas. Todo material será 
identificado apenas com um código (o nome do participante não será utilizado) e não poderá ser 
vendido nem utilizado para fazer produtos comerciais. O processamento das amostras será feito por 
especialistas em laboratório de modo a separar partes importantes de sua amostra para os projetos. O 
armazenamento destas amostras está incluso na participação do estudo. Se você não concordar que 
suas amostras sejam armazenadas, por favor informe a equipe que você prefere não participar. Se você 
concordar em participar, a qualquer momento poderá mudar de ideia em relação à autorização do 
armazenamento das amostras. Caso mude de ideia, telefone ou escreva para o responsável pela pesquisa 
do estudo para informá-los. A partir de então as amostras não serão disponibilizadas para pesquisa e 
serão destruídas. É importante que você saiba que para utilizar essas amostras armazenadas no futuro, 
o pesquisador terá que apresentar um novo projeto de pesquisa para ser analisado e aprovado pelo 
Comitê de Ética deste Instituto e pelo responsável por esta pesquisa. O material biológico obtido para 
esta pesquisa será armazenado de acordo com as normas do Conselho Nacional de Saúde que regulam 
o armazenamento de material biológico humano ou uso de material armazenado em pesquisas, e poderá 
ser armazenado por até 10 anos (Resolução 441/2011). Asseguramos que quaisquer dados genéticos 
são confidenciais e não serão repassados a terceiros como: seguradoras, empregadores, supervisores 
hierárquicos, entre outros. Ainda, você poderá escolher se será informado ou não do resultado de 
exames e de todos os dados genéticos que resultarão deste projeto. Os dados individuais não serão 
publicados de forma a se identificar o participante, em nenhuma hipótese. Além disso, os dados 
genéticos não serão armazenados por pessoa física sem a participação de instituição idônea responsável 
que garanta sua proteção.  
 
O participante da pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverá rubricar todas as folhas deste 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE – apondo sua assinatura na última página do 
referido Termo. 
 
O pesquisador responsável deverá, da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE apondo sua assinatura na última página do referido Termo. 
O TCLE será emitido em duas cópias, sendo que uma cópia ficará com o participante da pesquisa e a 
outra com o pesquisador responsável. 
 
Este convite está de acordo com a Resolução nº 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 informações que li ou que foram lidas 
para mim sobre o estudo “CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DE PACIENTES 
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIÊNCIAS PRIMÁRIAS ACOMETIDOS POR MICOSES 
SISTÊMICAS”. Eu discuti com os pesquisadores responsáveis e está claro para mim quais são os 
propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, quais são seus desconfortos, riscos e a 
garantia de confidencialidade dos meus dados. Entendo que sempre que eu tiver dúvidas elas serão 
esclarecidas e que minha participação é 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 prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido. 
 
Concordo que o material colhido possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pelo 
Comitê de Ética deste Instituto e pelo responsável por esta pesquisa. Caso minha manifestação seja 
positiva, poderei retirar essa autorização a qualquer momento sem qualquer prejuízo para mim. 

(   ) Sim         ou         (   ) Não 
Resultados da pesquisa: 
(   )  Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 
(   )  Não 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 deficiência 
auditiva ou visual): 
 
Testemunha 1:   _________________________________________________________ 
Nome / RG / Telefone   
  
Testemunha 2:   _________________________________________________________ 
Nome / RG / Telefone 

 
 

DECLARAÇÃO DO PESQUISADOR 
 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
deste voluntário para a participação neste estudo e forneci uma cópia 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 
(Responsável por menor de idade) 

 
  
  
ESTUDO: CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DE PACIENTES 
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIÊNCIAS PRIMÁRIAS ACOMETIDOS POR MICOSES 
SISTÊMICAS 
 
  
Seu/Sua filho/a está sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo contém 
todas as informações necessárias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos) fazendo. Leia 
atentamente. Caso tenha dúvidas, teremos prazer em esclarecê-las. Se concordar, o documento será 
assinado e só então daremos início ao estudo. Sua colaboração será muito importante para nós. Mas, 
se quiser desistir a qualquer momento, isto não causará nenhum prejuízo, nem a você, nem ao/à seu/sua 
filho/a.  
 

 
 
Eu _______________________________________________________________________, RG 
______________________, abaixo assinado, concordo de livre e espontânea vontade que meu/minha 
filho/a ________________________________________________ nascido/a em _____ / _____ 
/_______ , seja participante do estudo “CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DE 
PACIENTES BRASILEIROS COM IMUNODEFICIÊNCIAS PRIMÁRIAS ACOMETIDOS 
POR MICOSES SISTÊMICAS”. Declaro que obtive todas as informações necessárias e que todas as 
minhas dúvidas foram esclarecidas.  
 
I. O estudo é necessário para que se possam entender sobre as doenças chamadas de 

Imunodeficiências Primárias. As Imunodeficiências Primárias são doenças que acometem o 
sistema de defesa (imune) do organismo desde o nascimento, devido a alterações genéticas; 
desta forma, devido ao enfraquecimento das defesas do organismo, os indivíduos apresentam 
susceptibilidade a infecções, dentre estas infecções causadas por fungos, tais quais bolores e 
mofos. Com esse estudo, portanto, poderá ser obtido uma melhor compreensão da resposta de 
defesa à infecções por fungos, informações relevantes para possível desenvolvimento de novas 
estratégias de tratamento, bem como de indicadores de diagnóstico e prognóstico, além do 
aconselhamento genético adequado, objetivando, assim, a melhora no manejo e qualidade de 
vida dos pacientes afetados. Neste trabalho, será avaliado o funcionamento das células 
sanguíneas importantes para a eliminação de microrganismos causadores de doenças. 

 
II. Será realizada uma coleta de 15 mL, equivalente a duas colheres de sopa, de sangue periférico 

por punção venosa do (a) voluntário (a) no braço ou, se necessário, na mão. O sangue será 
colhido por um enfermeiro ou técnico de enfermagem.  As amostras serão sempre colhidas com 
assepsia local e com uso de seringas, agulhas ou tubos de coleta de sangue estéreis e 
descartáveis. Com isso, os riscos para os participantes serão mínimos. Poderá haver desconforto 
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no momento da coleta. Após a coleta, recomenda-se que o paciente permaneça com o braço 
estendido para que não haja formação de como dor local, hematoma, vermelhidão na pele, 
inflamação 
 

III. Nem você, nem seu/sua filho/a receberá nada para participar deste estudo, assim como a 
participação neste estudo não tem objetivo de tratamento e será sem custo algum para você. 
Caso tenha alguma despesa com transporte, estas serão ressarcidas para você. 

 
IV. O participante receberá assistência integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for 

necessário e avaliado por profissional competente, em caso de danos decorrentes da pesquisa. 
Ainda, caso seja necessário, o participante poderá requerer indenização por eventuais danos 
decorrentes da participação no estudo. 

 
V. Tem a liberdade de desistir ou interromper a colaboração neste estudo no momento em que 

desejar, sem necessidade de dar qualquer explicação. A desistência não lhe causará nenhum 
prejuízo, nem (a) seu/sua filho(a), nem interferirá no atendimento ou tratamento médico a que 
ele (ela) estiver sendo submetido; 

 
VI. Todas as informações deste estudo são confidenciais. Nem seu nome, nem de seu filho(a) ou 

qualquer dado que possam identificá-los não será publicado na divulgação dos resultados. 
Pessoas que fazem parte da equipe da pesquisa poderão ter acesso aos seus registros. Esse acesso 
será utilizado para realizar, acompanhar a pesquisa e analisar os dados obtidos. As normas 
brasileiras que o protegem serão respeitadas.; 

 
VII. Caso deseje, poderá tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo; 
 
 
VIII. Poderá contatar a Secretaria da Comissão de Ética 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@icb.usp.br) ou o pesquisador responsável pelo projeto (Prof., Dr. Antonio Condino Neto 
no telefone (11) 3091-7435 para recursos ou reclamações em relação ao presente estudo. 

 
IX. As amostras do material que você doou para este estudo serão utilizadas para analisar o 

funcionamento das células sanguíneas importantes para a eliminação de microrganismos 
causadores de doenças, bem como para a vacina BCG. Após o processamento das amostras 
poderá haver sobra desse material que iremos armazenar para futuras pesquisas; este material 
será armazenado em freezer -80ºC na biblioteca de amostras do Laboratório de 
Imunodeficiências Humanas (LIH) no Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade 
de São Paulo (USP). Todo material será identificado apenas com um código (o nome do 
participante não será utilizado) e não poderá ser vendido nem utilizado para fazer produtos 
comerciais. O processamento das amostras será feito por especialistas em laboratório de modo 
a separar partes importantes de sua amostra para os projetos. O armazenamento destas amostras 
está incluso na participação do estudo. Se você não concordar que suas amostras sejam 
armazenadas, por favor informe a equipe que você prefere não participar. Se você concordar 
em participar, a qualquer momento poderá mudar de ideia em relação à autorização do 
armazenamento das amostras. Caso mude de ideia, telefone ou escreva para o responsável pela 
pesquisa do estudo para informá-los. A partir de então as amostras não serão disponibilizadas 
para pesquisa e serão destruídas. É importante que você saiba que para utilizar essas amostras 
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armazenadas no futuro, o pesquisador terá que apresentar um novo projeto de pesquisa para 
ser analisado e aprovado pelo Comitê de Ética deste Instituto e pelo responsável por esta 
pesquisa. O material biológico obtido para esta pesquisa será armazenado de acordo com as 
normas do Conselho Nacional de Saúde que regulam o armazenamento de material biológico 
humano ou uso de material armazenado em pesquisas, e poderá ser armazenado por até 10 anos 
(Resolução 441/2011). Asseguramos que quaisquer dados genéticos são confidenciais e não 
serão repassados a terceiros como: seguradoras, empregadores, supervisores hierárquicos, 
entre outros. Ainda, você poderá escolher se será informado ou não do resultado de exames e 
de todos os dados genéticos que resultarão deste projeto. Os dados individuais não serão 
publicados de forma a se identificar o participante, em nenhuma hipótese. Além disso, os dados 
genéticos não serão armazenados por pessoa física sem a participação de instituição idônea 
responsável que garanta sua proteção. 

 
 
X. O participante da pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverá rubricar todas as 

folhas deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE - apondo sua assinatura na 
última página do referido Termo. 

 
XI. O pesquisador responsável deverá, da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE apondo sua assinatura na última página do referido 
Termo. O TCLE será emitido em duas cópias, sendo que uma cópia ficará com o participante 
da pesquisa e a outra com o pesquisador responsável. 

 
XII. Este convite está de acordo com a Resolução nº 466, de 12 de dezembro de 2012. 

 
 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Acredito ter sido suficientemente informado/a à respeito das informações que li ou que foram lidas para 
mim sobre o estudo “CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DE PACIENTES 
BRASILEIROS COM IMUNODEFICIÊNCIAS PRIMÁRIAS ACOMETIDOS POR MICOSES 
SISTÊMICAS”. Eu discuti com os pesquisadores responsáveis e está claro para mim quais são os 
propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, quais são seus desconfortos, riscos e a 
garantia de confidencialidade dos meus dados e do meu/minha filho/a. Entendo que sempre que eu tiver 
dúvidas elas serão esclarecidas e que minha participação é 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 prejuízo ou perda de qualquer benefício que 
eu possa ter adquirido. 
  
Concordo que o sangue periférico coletado possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado 
pelo Comitê de Ética deste Instituto e pelo responsável por esta pesquisa. Caso minha manifestação seja 
positiva, poderei retirar essa autorização a qualquer momento sem qualquer prejuízo a mim ou ao meu 
(minha) filho (a). 

(  ) Sim         ou       (  ) Não 
 
Resultados da pesquisa: 
(  )  Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 
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(  )  Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 
   
São Paulo, ____ de ________________________ de 20___. 
   
Nome do Responsável   _____________________________________________ 
Assinatura do responsável: __________________________________     
 
Testemunha (para casos de participantes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiência 
auditiva ou visual): 
 
Testemunha 1:   _______________________________________________ 
Nome / RG / Telefone   
  
Testemunha 2:   _______________________________________________ 
Nome / RG / Telefone 
 

 
DECLARAÇÃO DO PESQUISADOR 

 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
deste voluntário para a participação neste estudo e forneci uma cópia 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  

 

Médico: Dr.(a) Janáira Fernandes S. Ferreira

Protocolo: 2104103-FC01
Nayane Costa Silva

Em: 20/08/2021

Sexo: F
Paciente:
Idade: 11a9m11d

Impressão: 24/08/2021

Convênio: Fundação Criança
Exame Resultado Valores de referência

Imunofenotipagem (células de memória)
Liberação: 24/08/2021
Material: Sangue em Heparina
Método:Citometria de Fluxo

(coletado em 19/08/2021)

Linfocitos totais ........................................ 1.320 cel/mm³
Linfocitos totais em % ............................... 12,00 %

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

T CD4 ...................................................... 16,49 % 154,15 cel/mm³ % (28,5-44,0) | cel./mm3 (566,4-
1292,5)

CD45RA+CD27+ naive .............................. 55,64 % 85,77 cel/mm³ %(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 CD8 ...................................................... 47,84 % 447,22 cel/mm³ %(17,1-32,3) | cel./mm3(390,8-

1010,6)
CD45RA+CD27+naive. .............................. 53,65 % 239,93 cel/mm³ %(27,9-71,2) | cel./mm3(162,4-

585,4)
CD45RA-C27+memoria.central. ................. 32,55 % 145,57 cel/mm³ %(15,0-32,3) | cel./mm3(88,7-

294,6)
CD45RA-CD27-memoria.periferica. ............. 6,52 % 29,16 cel/mm³ %(2,8-22,3) | cel./mm3(20,5-185,7)
CD45RA+CD27-diferenciacao.terminal. ....... 7,27 % 32,51 cel/mm³ %(2,1-25,8) | cel./mm3(8,2-247,6)
B CD19 .................................................... 13,88 % 183,22 cel/mm³ %(9,7-20,7) | cel./mm3(236,2-

646,1)
CD27+ memoria ....................................... 35,01 % 64,15 cel/mm³ S/R
CD27-naive ............................................... 63,83 % 116,95 cel/mm³ S/R
CD56-NK ................................................. 12,54 % 165,53 cel/mm³ %(4,2-16,1) | cel./mm3(130,7-

520,5)

Nota
(1) Os resultados dos exames laboratoriais devem ser analisados pelo médico responsável em conjunto com os dados 
clínicos e demias exames do paciente. Portando, não devem ser considerados isoladamente.

Médico: Dr.(a) Janaira Fernandes S Ferreira

Protocolo: 2102068-FC01
Naiane Costa Silva

Em: 19/02/2021

Sexo: F
Paciente:
Idade: 11a3m10d

Impressão: 22/02/2021

Convênio: Fundação Criança
Exame Resultado Valores de referência

Dihidrorodamina 123
Liberação: 19/02/2021
Material: Sangue em Heparina
Método:Citometria de Fluxo

(coletado em 17/02/2021)

Granulócitos Espontâneos ......................... 2.312 MFI
Granulócitos Estimulados .......................... 134.482 MFI

Imagens anexadas

Interpretação
Resultado NORMAL, não sugestivo para Doença Granulomatosa Crônica (DGC).
Nota
1) Legenda: ESP (Espontâneo), EST (Estimulado), NM (Não Marcado)

2) O resultado é baseado na comparação entre o MFI ( Média de Intensidade de Fluorescência) do ESTIMULADO (EST) 
em relação ao ESPONTÂNEO (ESP). Segue abaixo interpretação dos resultados:

> 8 vezes, resultado NORMAL; < 5 vezes, resultado ALTERADO; 8 - 5 vezes, resultado INCONCLUSIVO 
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ANEXO E – Resultados de exames complementares Paciente P5 

 

 
 

 
 
 
 
DATA DA CHEGADA DA AMOSTRA: 18/06/2021 
NOME DO PACIENTE: Juliano Damasceno Santos 
MÉDICO RESPONSÁVEL: Dra. Marcia Galdino Sampaio 
TIPO DE AMOSTRA: Sangue periférico em heparina 
DOSAGENS SOLICITADAS: “Avaliação da Atividade do Eixo IL-12/IFN-γ” 
REALIZADO POR: Ranieri Coelho Salgado 

 
 

RESULTADOS 

 

Dosagem da concentração de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura. Legenda: 

LM = Lisado de micobactérias, BCG = Bacillus Calmette-Guérin. 

 

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

Sem estímulo <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-γ 943,3 1397,6 X X 
BCG 230,3 463,7 1261,0 379,0 
BCG + IL-12 X X 1138,0 1232,0 
BCG + IFN-γ 2125,0 2445,0 X X 

   Concentrações normais nas dosagens de IL-12 e IFN-γ. 
 
 
 
 
 

São Paulo,  24 de Junho de 2021. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dr. Antonio Condino Neto 
Médico responsável- CRM 51.204 

 
 
 

Laboratório de Imunologia Humana | Universidade de São Paulo | Instituto de Ciências Biomédicas IV 
| Imunologia | Butantã, São Paulo, SP | Av. Professor Lineu Prestes, 1730 | 05508-000 

Telefone/Fax (11) 3091-7387 | http://www.lihdiagnostico.com 

  Laboratório	de	Imunologia	Humana 
							Pesquisa	e	Diagnóstico 

Médico: Dr.(a) Márcia Galdino Sampaio

Protocolo: 2103435-FC01
JULIANO DAMACENO SANTOS

Em: 18/06/2021

Sexo: M
Paciente:
Idade: 6a6m30d

Impressão: 18/06/2021

Convênio: Fundação Criança
Exame Resultado Valores de referência

Dihidrorodamina 123
Liberação: 18/06/2021
Material: Sangue em Heparina
Método:Citometria de Fluxo

(coletado em 17/06/2021)

Granulócitos Espontâneos ......................... 2.024 MFI
Granulócitos Estimulados .......................... 69.951 MFI

Imagens anexadas

Interpretação
Resultado NORMAL. Não sugestivo de Doença Granulomatosa Crônica (DGC)
Nota
1) Legenda: ESP (Espontâneo), EST (Estimulado), NM (Não Marcado)

2) O resultado é baseado na comparação entre o MFI ( Média de Intensidade de Fluorescência) do ESTIMULADO (EST) 
em relação ao ESPONTÂNEO (ESP). Segue abaixo interpretação dos resultados:

> 8 vezes, resultado NORMAL; < 5 vezes, resultado ALTERADO; 8 - 5 vezes, resultado INCONCLUSIVO 
(motivos: número de células insuficientes, uso de medicamentos, estado de infecção).

Médico: Dr.(a) Márcia Galdino Sampaio

Protocolo: 2103573-FC01
JULIANO DAMACENO SANTOS

Em: 18/06/2021

Sexo: M
Paciente:
Idade: 6a7m20d

Impressão: 12/07/2021

Convênio: Fundação Criança

Exame Resultado Valores de referência

Anticorpos anti-pneumococos
Liberação: 12/07/2021
Material: Soro
Método:ELISA

(coletado em 17/06/2021)

PRÉ vacina
IgG PS1 ...................................................  mg/L
IgG PS5 ...................................................  mg/L
IgG PS6 ...................................................  mg/L
IgG PS9 ...................................................  mg/L
IgG PS14 .................................................  mg/L
IgG PS18 .................................................  mg/L
IgG PS23 .................................................  mg/L

PÓS vacina
IgG PS1 ................................................... 0,19 mg/L
IgG PS5 ................................................... 1,90 mg/L
IgG 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 soroconversão: Níveis iguais ou superiores a 1,3 mg/L contra pelo menos 4 sorotipos.

Liberado por Dra. Christiane Guedes Lambert

Dra. Christiane Guedes Lambert
CRBM 3848

Médico: Dr.(a) Márcia Galdino Sampaio

Protocolo: 2103573-FC01
JULIANO DAMACENO SANTOS

Em: 18/06/2021

Sexo: M
Paciente:
Idade: 6a7m20d

Impressão: 12/07/2021

Convênio: Fundação Criança

Exame Resultado Valores de referência

Anticorpos anti-pneumococos
Liberação: 12/07/2021
Material: Soro
Método:ELISA

(coletado em 17/06/2021)

PRÉ vacina
IgG PS1 ...................................................  mg/L
IgG PS5 ...................................................  mg/L
IgG PS6 ...................................................  mg/L
IgG PS9 ...................................................  mg/L
IgG PS14 .................................................  mg/L
IgG PS18 .................................................  mg/L
IgG PS23 .................................................  mg/L

PÓS vacina
IgG PS1 ................................................... 0,19 mg/L
IgG PS5 ................................................... 1,90 mg/L
IgG 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 soroconversão: Níveis iguais ou superiores a 1,3 mg/L contra pelo menos 4 sorotipos.

Liberado por Dra. Christiane Guedes Lambert

Dra. Christiane Guedes Lambert
CRBM 3848
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ANEXO F – Resultados de exames complementares Paciente P6 

 

 
 

 
 
 
 

DATA DA CHEGADA DA AMOSTRA: 15/07/2021 
NOME DO PACIENTE: Maria Clara Gomes de Sousa 
MÉDICO RESPONSÁVEL: Dra. Janaira Fernandes 
TIPO DE AMOSTRA: Sangue periférico em heparina 
DOSAGENS SOLICITADAS: “Avaliação da Atividade do Eixo IL-12/IFN-γ” 
REALIZADO POR: Ranieri Coelho Salgado e Sarah Maria da S. Napoleão 

 
 

RESULTADOS 

 

Dosagem da concentração de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura. Legenda: 

LM = Lisado de micobactérias, BCG = Bacillus Calmette-Guérin. 

 

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

Sem estímulo <62,5 <62,5 <31,25 <31,25 
LM 365,047 738,2 752,022 305,12 
LM + IL-12 X X 1369,4 815,8 
LM + IFN-γ 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-γ 2747,1 2107,4 X X 

   Concentrações normais nas dosagens de IL-12 e IFN-γ. 
 
 
 
 
 

São Paulo,  26 de Julho de 2021. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dr. Antonio Condino Neto 
Médico responsável- CRM 51.204 

 
 
 

Laboratório de Imunologia Humana | Universidade de São Paulo | Instituto de Ciências Biomédicas IV 
| Imunologia | Butantã, São Paulo, SP | Av. Professor Lineu Prestes, 1730 | 05508-000 

Telefone/Fax (11) 3091-7387 | http://www.lihdiagnostico.com 

  Laboratório	de	Imunologia	Humana 
							Pesquisa	e	Diagnóstico 

Médico: Dr(a) Janaira Fernandes S. Ferreira              

Protocolo: 2103644-FC01
MARIA CLARA GOMES DE SOUSA

Pedido em: 15/07/2021

Sexo: F
Paciente:
Idade: 6a10m2d

Exame Resultado Valores de referência
Convênio: Fundação Criança

Dihidrorodamina 123

Material: Sangue em Heparina Coleta em: 14/07/2021
Liberação:20/07/2021

Método:Citometria de Fluxo
13.542 MFIGranulócitos Espontâneos . . . . . . . . . . . . 
244.443 MFIGranulócitos Estimulados . . . . . . . . . . . . . 

Imagens anexas

Interpretação
Resultado NORMAL. Não sugestivo de Doença Granulomatosa Crônica

Nota
1) Legenda: ESP (Espontâneo), EST (Estimulado), NM (Não Marcado)

2) O resultado é baseado na comparação entre o MFI ( Média de Intensidade de Fluorescência) do ESTIMULADO (EST) em relação ao 
ESPONTÂNEO (ESP). Segue abaixo interpretação dos resultados:

* Laudos liberados via Internet só têm valor informativo e sua validade deverá ser comprovada com laudos emitidos na matriz deste laboratório.

Dra. Christiane Guedes Lambert
CRBM 3848
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ANEXO G – Resultados de exames complementares Paciente P7 

 

 
 

 
 
 
 

DATA DA CHEGADA DA AMOSTRA: 18/06/2021 

NOME DO PACIENTE: Alexya Vallentina Dias Costa 

MÉDICO RESPONSÁVEL: Dra. Fernanda Pinto Mariz 

TIPO DE AMOSTRA: Sangue periférico em heparina 

DOSAGENS SOLICITADAS: “Avaliação da Atividade do Eixo IL-12/IFN-γ” 

REALIZADO POR: Ranieri Coelho Salgado 

 
 

RESULTADOS 

 

Dosagem da concentração de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura. Legenda: 

LM = Lisado de micobactérias, BCG = Bacillus Calmette-Guérin. 

 

IL-12 p40 (pg/mL) IFN-γ (pg/mL) 

 Controle Paciente Controle Paciente 

Sem estímulo <62,5 <62,5 <31,25 <31,25 

LM 94,0 331,3 405,7 109,5 

LM + IL-12 X X 1204,0 2089 

LM + IFN-γ 844,3 2300,6 X X 

BCG 827,3 400,0 951,0 66,8 

BCG + IL-12 X X 1287,0 873,0 

BCG + IFN-γ 2170,3 2324,4 X X 

   Concentrações normais nas dosagens de IL-12 e IFN-γ. 
 
 
 
 
 

São Paulo,  24 de Junho de 2021. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dr. Antonio Condino Neto 

Médico responsável- CRM 51.204 
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  Laboratório	de	Imunologia	Humana 
							Pesquisa	e	Diagnóstico 

Médico: Dr.(a) Fernanda Pinto Mariz

Protocolo: 2103654-FC01
ALEXYA VALLENTINA DIAS COSTA

Em: 16/07/2021

Sexo: F
Paciente:
Idade: 1a10m11d

Impressão: 22/07/2021

Convênio: Fundação Criança
Exame Resultado Valores de referência

RECOLETA_Dihidrorodamina (DHR)
Liberação: 22/07/2021
Material: 2º Amostra
Método:Citometria de Fluxo

(coletado em 15/07/2021)

Granulócitos Espontâneos ......................... 9.040 MFI
Granulócitos Estimulados .......................... 264.678 MFI

Imagens anexadas

Interpretação
Resultado NORMAL. Não sugestivo de Doença Granulomatosa Crônica (DGC)
Nota
O resultado é baseado na comparação entre o MFI ( Média de Intensidade de Fluorescência) do ESTIMULADO (EST) em 
relação ao ESPONTÂNEO (ESP). Segue abaixo interpretação dos resultados:

> 8 vezes, resultado NORMAL; < 5 vezes, resultado ALTERADO; 8 - 5 vezes, resultado INCONCLUSIVO
(motivos: número de células insuficientes, uso de medicamentos, estado de infecção).

A interpretação segue padrões de normatização interna com base bibliográfica científica (de Oliveira-Junior, 2015).
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ANEXO H – Resultados de exames complementares Paciente P8 

 

Médico: Dr(a) Janaira Fernandes S. Ferreira              

Protocolo: 2103633-FC01
HENRY MIGUEL RIBEIRO DA SILVA

Pedido em: 15/07/2021

Sexo: M
Paciente:
Idade: 2m17d

Exame Resultado Valores de referência
Convênio: Fundação Criança

Dihidrorodamina 123

Material: Sangue em Heparina Coleta em: 14/07/2021
Liberação:20/07/2021

Método:Citometria de Fluxo
8.943 MFIGranulócitos Espontâneos . . . . . . . . . . . . 
75.665 MFIGranulócitos Estimulados . . . . . . . . . . . . . 

Imagens anexas

Interpretação
Resultado NORMAL. Não sugestivo de Doença Granulomatosa Crônica

Nota
1) Legenda: ESP (Espontâneo), EST (Estimulado), NM (Não Marcado)

2) O resultado é baseado na comparação entre o MFI ( Média de Intensidade de Fluorescência) do ESTIMULADO (EST) em relação ao 
ESPONTÂNEO (ESP). Segue abaixo interpretação dos resultados:

> 8 vezes, resultado NORMAL; < 5 vezes, resultado ALTERADO; 8 - 5 vezes, resultado INCONCLUSIVO 
(motivos: número de células insuficientes, uso de medicamentos, estado de infecção).

* Laudos liberados via Internet só têm valor informativo e sua validade deverá ser comprovada com laudos emitidos na matriz deste laboratório.

Dra. Christiane Guedes Lambert
CRBM 3848
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ANEXO I – Publicações e participação em artigos científicos 
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