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Resumo

A reacdo adversa a vacina BCG (Bacillus Calmette-Guérin) acomete criangas
com resposta imunoldgica celular deficiente. Essa deficiéncia é desencadeada por um
nimero reduzido de linfocitos ou macrofagos, incapacidade em produzir O, ou
comprometimento da via IL12-1FN-y. A diminuigdo da producdo de IFN-g € uma das
causas da Doenca de Susceptibilidade Mendeliana as Micobactérias (DSMM) inclusive
ao BCG vacinal. O objetivo dessa pesquisa foi investigar as populagdes celulares em
sangue periférico (PBMC) de criancas com episodios de reacdo adversa ao BCG
vacinal, e a expressdo de proteinas envolvidas no eixo IL-12/IFN-y. Métodos: Foram
incluidas no estudo nove criangas da regido Norte Fluminense com reagdo adversa ao
BCG vacinal. Os niveis de expressdo dos marcadores celulares de linfécito T
(CD45+CD3+CD4+CD8+), linfocitos B (CD19+), celulas NK (CD16+CD56+) e
receptores IL-12RB1 (CD212+) e IFNGR1 (CD119+) foram quantificados por
citometria de fluxo. A producdo da citocina IFN-y e de IL17-A em sobrenadantes de
cultivo de células do sangue, estimuladas ou ndo com fitohemaglotunina (PHA) ou
lisado de BCG, foi avaliada por citometria de fluxo quantitativa com o uso de
microesferas. Para identificacdo de mutacdes patogénicas foi utilizado genotipagem por
sequenciamento Sanger, minissequenciamento de base Unica e PCR-RFLP da mutacédo
€.21G>A (rs150172855) em DNA de sangue venoso coletado de criangas com histérico
de reacdo adversa ao BCG e seus respectivos pais. Resultados: Quatro criangcas foram
diagnosticadas com DSMM. Dois irmaos e um terceiro menino foram homozigotos para
a mutacdo c.21G>A no gene IL12RB1 e os respectivos pais heterozigotos. O quarto
menino foi ao Obito sem coleta de amostra biologica, porém os pais foram
heterozigotos. Foi encontrada diferenca significativa entre os niveis de expressdo ex
vivo de IL-12RB1 nas células de trés pacientes com DMSM e quatro sem DMSM, e
entre 0s com DMSM e quatro individuos sem histérico de reacdo adversa ao BCG
vacinal (grupo controle). PBMC dos pacientes com DMSM produziram menos IL-
12RB1 apbés o estimulo com PHA quando comparados com individuos controles
saudaveis ou com os do grupo sem DMSM. Os pacientes sem DSMM e com DSMM
produziram menos IFN-y quando as PBMC foram estimuladas com PHA. Quando
estimuladas com lisado de BCG, PBMC dos individuos controles produziram mais IFN-
v do que os pacientes com DMSM ou sem DMSM. Adicionalmente, os pacientes sem

DMSM produziram mais IFN-y do que os pacientes com DMSM. Nao houve diferenga
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entre os niveis de TCD4+, TCD8+, B e células NK entre os trés grupos. Discussdo: Os
pacientes com histérico de reacdo adversa ao BCG vacinal produzem menores
quantidades de IFN-y. Entretanto, os pacientes com DSMM apresentaram menor
expressdo de IL-12RB1 e IFN-y do que os pacientes sem DSMM e controles. Assim
sendo, o fendtipo observado de reducdo de IL-12RB1 e IFN-y reafirma a condigédo
diagndstica. O alelo ¢.21G>A em homozigose desencadeia a imunodeficiéncia primaria
por deficiéncia de IL12RP1, entretanto niveis baixos da proteina sdo encontrados na
superficie de linfocitos dos pacientes acometidos, fato inédito para uma mutacao
caracterizada como stop-codon. De acordo com analises in silico, a mutagdo possui um
efeito potencialmente deletério no splicing do RNA. Todos os portadores da mutacdo
€.21G>A carreiam o0 mesmo haplotipo CACCAGTCCGG (Fita positiva), caracterizando
um efeito fundador. Conclusdo: Foi encontrada uma mutagdo inédita de c.21G>A
(W7X) no gene IL12RB1 em quatro pacientes com doenga mendeliana de
suscetibilidade as micobacterioses no norte fluminense. Esta é a primeira mutagédo stop-
codon no gene L12RB1 cuja expressdo da proteina foi detectada na superficie de
linfocitos estimulados. A quantificacdo de IL-12RB1 e IFN-y foi extremamente
importante no diagnostico de DSMM na coorte de criangas com episodios de reagédo
adversa ao BCG vacinal. O diagnostico precoce da DSMM auxiliou na determinacéo
das acdes profilaticas a fim de diminuir a mortalidade e morbidade desses pacientes.
Descritores: Doenca Cronica Granulomatosa, Doenca de Suscetibilidade

Mendeliana para Micobactérias, Imunodeficiéncia Primaria.



Abstract

The adverse reaction of BCG vaccine affects children with poor cellular immune
response. This deficiency is triggered by an absence of lymphocytes and macrophages,
inability to produce O2- or compromised via IL-12-1FN-y. The decreased production of
IFN-y is one of the causes of Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Disease
(MSMD). The objective of this research was to investigate the cell populations in
peripheral blood (PBMC) of children with episodes of adverse reaction to the vaccine
BCG, and the expression of proteins involved in IL-12/IFN-y axis. Methods: The study
included nine children of North Fluminense region of Rio de Janeiro State with adverse
reaction to the vaccine BCG. The expression levels of cellular markers for T
lymphocytes (CD45+ CD3+ CD4+ CD8+ cells), B-lymphocytes (CD19+), NK cells
(CD16+ CD56+) and IL-12RB1 (CD212+) and IFNGR1 (CD119+) receptors were
quantified by flow cytometry. The production of IFN-y and IL17-A cytokine in the
supernatants of growing blood cells stimulated or not with phytohemagglutinin (PHA)
or BCG lysate was assessed by quantitative flow cytometry using microspheres. For
identification of pathogenic mutations we used Sanger sequencing, single base
sequencing and PCR-RFLP of ¢.21G mutation> A (rs150172855) in venous blood DNA
collected from children with adverse reactions to BCG history and their parents.
Results: Four children were diagnosed with MSMD. Two brothers and a third boy were
homozygous for the ¢.21G> A mutation in the IL12RB1 gene, and their parents were
heterozygous. The fourth boy died without collecting biological sample, but the parents
were heterozygous for the same mutation. There was a significant difference between
the ex vivo levels of expression of IL-12RB1 in cells from three patients with MSMD
and from four without MSMD when compared with healthy control. PBMC of patients
with MSMD produced less IL-12RB1 after stimulation with PHA when compared with
healthy control subjects or subjects without MSMD. Patients without MSMD and with
MSMD produced less IFN-y when PBMC upon stimulation with PHA when compared
with healthy control subjects. BCG-stimulated PBMC of control subjects produced
more IFN-y than those from MSMD s or without MSMD. In addition, patients without
MSMD produced more IFN-y than in MSMD patients. There was no difference between
the levels of CD4 +, CD8 +, B and NK cells between the three groups. Discussion:
Patients with history of adverse reaction to the BCG vaccine produce lower amounts of

IFN-y. However, patients with MSMD showed lower expression of IFN-y and IL-



12RPB1 versus patients without MSMD or controls. Thus, the phenotype observed IL-
12Rp1 reduction and IFN-y reaffirms the diagnostic condition. The homozygous allele
€.21G> triggers primary immunodeficiency deficiency of IL-12Rp1, but low levels of
the protein are found on the surface of lymphocytes of affected patients. This is the first
report of an IL12RB1 stop-codon mutation with paradoxical cell-surface expression of
the receptor. According to in silico analysis, the mutation has a potentially harmful
effect on RNA splicing. All carriers of the mutation c.21G>A share the extended
CACCAGTCCGG haplotype (positive strand), featuring a founder effect. Conclusion:
We identified the novel c.21G> A (W7X) signal-peptide stop mutation in IL12RB1 in
four patients with MSMD in the Northern State of Rio de Janeiro. In homozygous
carriers, the mutation causes complete IL-12RB1 deficiency with paradoxical cell-
surface protein expression in stimulated lymphocytes. Quantification of IFN-y and IL-
12RB1 was extremely important in the diagnosis of MSMD in this cohort of children
with episodes of adverse reaction to the BCG vaccine. Early diagnosis of MSMD
helped determining the preventive actions in order to reduce mortality and morbidity in
these patients.

Keywords: Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Disease, Chronic

Granulomatous Disease, Primary immunodeficiency.



1. Introducéo

1.1 Reacdo adversa a vacina BCG

A Organizacdo Mundial de Sadde (WHO) recomenda a vacinagdo com o
Bacillus Calmette-Guérin (vacina BCG) em recém nascidos de varios paises,
especialmente nos que possuem alto indice de tuberculose para prevenir a tuberculose
miliar e meningite tuberculosa na primeira infancia (Norouzi, Aghamohammadi et al.,
2012). Os efeitos esperados da vacina BCG é uma reacdo localizada na regido da
aplicacdo da vacina com um didmetro de até 10mm ou menos (Dommergues, De La
Rocque et al., 2009). Dommergues e colaboradores (2009) descreveram que na Franca
de 2435 criangas vacinadas, 158 (5,6%) ndo apresentaram os efeitos esperados, nem
efeitos adversos e nem cicatriz vacinal.

As reagOes adversas a vacina BCG podem ser classificadas em locais ou
disseminadas. As reacdes locais incluem o abscesso cuténeo frio ou quente, a Ulcera
com didmetro maior que 1 cm, reacdo queldide, linfadenopatia regional supurativa ou
ndo supurativa e a reacdo lupdide. O evento adverso disseminado ocorre na pele de
forma semelhante a tuberculose cutdnea e pode ser também osteoarticular ou
comprometer um ou mais orgdos (Brasil, 2008). Enquanto que a BCGite € 0 nome da
doenca regional localizada, a BCGose é o nome da forma disseminada da doenca
causada pela vacina BCG (Norouzi, Aghamohammadi et al., 2012).

De acordo com o Ministério da Saude, a incidéncia de BCGite em criancas
menores de um ano € de 0,387 por mil vacinados exceto a reacdo lupdide que é de
menos de 1 caso a cada 10 milhdes de vacinados (Brasil, 2008). Possiveis razfes para a
linfadenite supurativa (um dos tipos de BCGite) associada a vacina BCG incluem idade
(a resposta imune imatura pode ser menos capaz de controlar 0s organismos Vivos
atenuados da BCG), dose vacinal, cepa da vacina (a cepa Copenhaguen tem sido
associada com maior incidéncia de adenite supurativa) e técnica de administracdo
(Stephens e Donnelly, 2003). Na Inglaterra, a incidéncia de linfadenite supurativa entre
2002 e 2003 foi de 31/10000 com a cepa Copenhaguen 1331 (Stephens e Donnelly,
2003; Teo, Smeulders et al., 2005), enquanto que na Fran¢a, 1/1000 criancas tiveram
nodulos linfaticos aumentados com a cepa Danish 1331 (Dommergues, De La Rocque
et al., 2009). Em Portugal, a incidéncia de BCGite entre 2010-2012 foi de 0,98/1000
(Ladeira, Carvalho et al., 2014).



A prevaléncia de reagdes disseminadas varia de 0,39 a 1,9 por milhdo de
criancas vacinadas (Brasil, 2008). As reacdes adversas sistémicas a vacina BCG
acometem principalmente criancas com alguma deficiéncia na resposta imunolégica
celular. Criangas com imunodeficiéncia primaria ou adquirida sdo mais suscetiveis a
BCGite/BCGose (Puthanakit, Oberdorfer et al., 2005; Bustamante, Aksu et al., 2007;
Hesseling, Johnson et al., 2009; Kusuhara, Ohga et al., 2009; De Souza Campos
Fernandes e Medina-Acosta, 2010).

Devido a deficiéncia da via IFN-y/IL12, os pacientes com Doenca Mendeliana
de Suscetibilidade as Micobactérias (DMSM/ MSMD/ IMD30) e Imunodeficiéncia
Priméaria Severa Combinada (IPSC/ SCID/ IMD18) apresentam as formas mais graves
de reacdo adversa a vacina BCG (Norouzi, Aghamohammadi et al., 2012). Os fagécitos
dos individuos acometidos pela doenca granulomatosa cronica ndo sdo capazes de
destruir o BCG intracelular em ensaios in vitro (Lamhamedi-Cherradi, De Chastellier et
al., 1999). Por isso, esses pacientes geralmente apresentam mais frequentemente a
forma localizada com linfadenite (Norouzi, Aghamohammadi et al., 2012). Os pacientes
com Hiper-IgE e Hiper IgM também s&@o suscetiveis a reacdo adversa a vacina BCG,
sendo que os primeiros possuem maior suscetibilidade para BCG e micobactérias ndo
tuberculosas do que para o MTB (Norouzi, Aghamohammadi et al., 2012). Junto a essas
doencas crénicas, a hipogamaglobulinemia transitoria da infancia ja foi diagnosticada
em um paciente com BCGite (Lynch, O'loughlin et al., 2012), podendo também estar

relacionada com o aumento de suscetibilidade a reacao adversa a vacina BCG.

1.2 Doencga Mendeliana de Suscetibilidade as micobactérias

A DMSM ¢ uma doenga rara (1/1000000) e os individuos acometidos possuem
alta suscetibilidade as micobactérias e salmonelas de baixa viruléncia, bem como podem
desenvolver doencas fungicas causadas por Candida, Paracoccidioides ou Histoplasma
(De Beaucoudrey, Samarina et al., 2010; Schmitt, Bustamante et al., 2013). Individuos
acometidos por DMSM possuem desenvolvimento intelectual e fisico normal
(Kutukculer, Genel et al., 2006; Luangwedchakarn, Jirapongsaranuruk et al., 2009).
Biologicamente, a caracteristica de DMSM € a auséncia ou reducdo em ndmero da
citocina IFN-y bem como auséncia de seu reconhecimento (Guia, Cognet et al., 2008).
Os acometidos pela DMSM demonstram também modesta vulnerabilidade para

aproximadamente 20% dos virus (Miro, Nobile et al., 2006).



A DMSM ocorre quando a via IL-12-IFN-y esta comprometida. Para tal
comprometimento, é necessario que mutacfes deletérias ocorram nos genes que
codificam proteinas participantes da referida via, tal como: IL12B que codifica a
subunidade 1L12p40 da citocina IL12/1L23; IL12RB1 citado anteriormente, que codifica
a proteina IL-12RB1 que ¢ a cadeia B1 do receptor de IL12/23; IFNGR1 que codifica a
subunidade do receptor de IFN-y que se liga a citocina; IFNGR2 que codifica a
subunidade acessoria do receptor de IFN-y; e STAT1 que codifica 0 STAT1 que é um
transdutor de sinal do receptor de IFN-y (Al-Herz, Bousfiha et al., 2011). Em paises
com alta taxa de casamento consanguineo (devido a conceitos religiosos e culturais), a
forma autossdmica recessiva de DMSM é significantemente mais prevalente do que as
demais formas (AD e ligada ao X) (Norouzi, Aghamohammadi et al., 2012).

O diagnostico precoce de DMSM propicia um melhor protocolo terapéutico e
acompanhamento dos pacientes, com a utilizacdo profilatica de antibioticos ou
transplante de medula 6ssea. Em infecgfes mais graves, 0s pacientes podem utilizar
antibioticos por longos periodos e/ou IFN-y exdgeno e até GM-CSF (Fator Estimulador
de Colbnias de Macrdéfagos e Granulocitos) (Sanal, Morgan et al., 2000; De
Beaucoudrey, Samarina et al., 2010).

A DMSM é uma doenga clinica, na qual o fenotipo esta intimamente relacionado
com as micobactérias, salmonelas e fungos com os quais o individuo acometido entra
em contato ao longo de sua vida. Nos paises endémicos para tuberculose, uma das
primeiras cepas de micobactérias com que um individuo entra em contato é o da
vacinacdo com o Bacilo Calmete-Guérin (BCG).

Nas células dos pacientes com episodios de reacGes adversas a vacina BCG e/ou
micobacterioses atipicas, foram encontrados baixos niveis das citocinas IFN-y ¢ TNF
(Levin, Newport et al., 1995; Tuerlinckx, Vermylen et al., 1997). Consequentemente,
mutac6es em genes envolvidos na producéo e resposta a citocina IFN-y (via IL-12-1FN-
y) foram relatados como causadoras da DMSM. Entre eles o gene IL12RB1, foi
primeiramente citado em 1998 (Altare, Lammas et al., 1998), dois anos apds a
descoberta da proteina IL-12Rp1 (Presky, Yang et al., 1996). Muta¢Ges no gene
IL12RB1 sdo responsaveis pela maioria dos casos de DMSM (De Beaucoudrey,
Samarina et al., 2010).



1.2.1 Mutag6es no gene IL12RB1 causadoras da DMSM

Atualmente, 77 mutagdes no gene IL12RB1 j& foram descritas como causadoras
de DMSM (Van De Vosse, Haverkamp et al., 2013). O padrdo de heranca das mutacoes
nesse gene sdo autossdémicas recessivas. A penetrancia é incompleta, com varios casos
de irmdos geneticamente afetados, onde um dos pares permanece assintomatico. Em
207 pacientes registrados no banco de dados de variantes IL12RB1 LOVD?2, estdo
incluidos 4 casos de Campos dos Goytacazes, RJ (Van De Vosse, Haverkamp et al.,
2013). Nesse banco de dados existem 77 mutagdes, que estdo distribuidas do exon 1 ao
intron 15 (Figura 1). As trés mutacdes com maiores nimeros de individuos acometidos
pela DMSM sdo as 1791+2T>G (13,0%; 27/207), c.783+1G>A (8,7%; 18/207) e
€.1623 1624delinsTT (7,2%; 15/207), duas destas intronicas.

Com exomas de 60.706 individuos (europeus, africanos, do sul e leste da Asia e
americanos misturados), o Exac Browser € um banco de dados onde foram depositados
dados de mais de 60.000 exomas de individuos de diversos grupos étnicos (Song,
Gardner et al., 2015). O Exac é uma oOtima ferramenta para se determinar a frequéncia
alélica das mutacGes e em qual grupo étnico ela é mais proeminente (Song, Gardner et
al., 2015). Das 67 mutacdes descritas no banco de dados de variantes IL12RB1 LOVD?2,
7 foram encontradas no Exac (Figura 1). Todos os individuos do banco de dados Exac
eram portadoras de apenas um alelo mutante, isto porque o banco de dados Exac exclui
dados de pacientes diagnosticados clinicamente com alguma doenca grave inclusive 0s
pacientes diagnosticados com DMSM carreadores de dois alelos mutantes no gene
IL12RB1.

A provavel baixa apresentacdo dos polimorfismos cadastrados no LOVD2 no
banco de dados EXAC é devido a pequena frequéncia dos alelos mutantes (em sua
maioria menor que 0,0002) e na baixa amostragem populacional da populacéo turca no
banco de dados. Que possui significativa quantidade de diferentes tipos de alelos

mutantes e o0 maior niimero de casos relatados.
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Figura 1. Esquema representativo dos 17 exons codificantes de IL12Rp1.
Em amarelo os exons codificantes da regido extracelular responsavel pela interacdo com
a porcdo I1L12p40 da citocina IL-12; em vermelho o exon codificante da regido
transmembrana e em azul a porcéo intracelular do receptor responsavel pela sinalizacéo.
As 77 mutacOes causadoras da DMSM registradas no banco de dados LOVD2 estédo
distribuidas do exon 1 ao intron 15. As mutac¢des encontradas no banco de exomas Exac

estdo em vermelho.



1.2.2 Caracteristicas fenotipicas

Para a busca dos relatos de casos de pacientes com deficiéncia de IL-12RpB1 a
base eletrénica Pubmed (NLM) foi consultada. As seguintes palavras chaves foram
utilizados na busca: “IL12RB1 deficiency, IL-12Rbetal deficiency e Interleukin 12
receptor betal deficiency”. Foram encontradas 128 referéncias publicadas entre 1995 a
2014, sendo 22 revisdes. Os critérios de inclusdo dos relatos de caso foram: descricdo
da mutagdo no gene IL12RB1 causadora da DMSM e/ou avaliagdo da expressdo de IL-
12RB1 na superficie de linfocitos estimulados. Sendo assim, foram incluidos 59 artigos
originais, destes 3 revisdes. Essa pesquisa culminou com 187 criangas registradas.

Das 187 criancas, 53 vieram a ébito (28,34%), taxa mais alta do que encontrada
no artigo de revisdo de Beaucoudrey e colaboradores em 2010 (15%) e préxima da
encontrada por Van de Vosse e colaboradores em 2013 (30%). A média de idade da
ocorréncia do obito de acordo com as publicacGes foi de 4,9 anos (8 meses a 37 anos).
Como tratamento, 11 das 53 (20,75%) das criancas que faleceram chegaram a utilizar
IFN-y exdgeno (Levin, Newport et al., 1995; Altare, Durandy et al., 1998; De Jong,
Altare et al., 1998; De Beaucoudrey, Samarina et al., 2010; Gruenberg, Anover-Sombke
et al., 2010; Alangari, Al-Zamil et al., 2011; Gimenez-Sanchez, Cobos-Carrascosa et
al., 2014). A maioria das criancas que faleceram eram do sexo masculino (32/53,
60,37%) e tinham tomado a vacina BCG (40/53, 75,45%). Frequéncias de outras

infeccdes desses 187 casos se encontram na figura 2.

Pacientes com deficiéncia de
IL12RB1 (n=187)

Criangas vacinadas Salmonella 72 (38,5%) Infeccoes fungicas 41 (21,92%) Micobacterioses 52 (27,8%)
com BCG 137 (73,26%) 7 T T

13 utilizaram terapia com IFN-y Candidiase 36 (87,80 12 utilizaram IFN-y
BCGite 100 (72,9%)

15 (20,8%) faleceram Histoplasmose 1 (2,44%) 20 (38,46%) faleceram
5 (5%) faleceram

Paracoccidioides 1 (2 Micobactérias mais prevalentes

Coccidioidomicose 1 (2,44%) M. tuberculosis (17)

Cryptococose 2 (4,88%) M. avium (19)

Figura 2. As frequéncias das infeccbes por Salmonela, fangicas e por
micobactérias juntamente com as respectivas taxas de mortalidade. Dados retirados

de dados publicados de 187 casos com deficiéncia de IL12Rp1.



Os pacientes com DMSM com defeitos na IL-12RB1 ndo produzem IFN-y, ou o
fazem em pouca quantidade. Nos nddulos linfaticos, as lesGes granulomatosas séo
observadas em pacientes com deficiéncia de IL-12RB1 ou IL-12, mas ndo nos pacientes
com deficiéncia total de receptor de IFN-y, demonstrando que quantidades minimas de
IFN-y s@o necessarias para a formagdo do granuloma (Sakai, Matsuoka et al., 2001).
Essa quantidade minima é produzida por outras vias. 1L-12, IL-23 e IL-18 promovem a
producédo de IFN-y (Hoeve, Savage et al., 2006). Entretanto, a producdo de IFN-y ¢ de
TNF-a ¢ controlada pela citocina IL-12 (Miro, Nobile et al., 2006). Como em um
paciente ILI2RB1- as vias IL-12 e IL-23 estdo comprometidas, IL-18 é uma alternativa
para a producdo de IFN-y. IL-18 induz a proteina ativadora AP-1, entretanto esse efeito
é dependente de STAT4 e consequentemente da via 1L-12 (Sugimoto, Nakahira et al.,
2003).

Adicionalmente, essa auséncia de IL-12RB1 compromete ndo apenas a
manutengdo e funcionalidade de células Thl e Thl7. A deficiéncia de IL-12Rp1
influencia também outras vias, bem como na estrutura e arranjo celular no tecido
linfoide sadio. Os tecidos, células e mecanismos efetores que 0s pacientes com

deficiéncia de IL-12RB1 demonstram alteracdes sao listados a seguir:

a) Os acometidos pela DMSM demonstram modesta vulnerabilidade para
aproximadamente 20% dos virus (Miro, Nobile et al., 2006). Entretanto, as células
Th1/IL12RB1- podem proteger os individuos contra varios patdgenos intracelulares
como os virus, numa condicdo independente de IL-12 (Sakai, Matsuoka et al., 2001;
Yu, Chen et al., 2005).

b) Pacientes com deficiéncia de IL-12RB1 ndo sdo suscetiveis a infeccdes
associadas a deficiéncia de linfocito B (Schmitt, Bustamante et al., 2013). Mas, de
alguma forma a geracdo de linfocito B de memdria, sua sobrevivéncia ou ambos o0s
eventos estdo alterados em pacientes deficientes de IL-12RB1 (Schmitt, Bustamante et
al., 2013). Esses pacientes demonstram maiores proporcdes de células B virgens
IgD+CD27- do que controles. Porém, possuem menores propor¢des de células IgD-
CD27+ (célula B de memoria trocadora de classe) e IgD+CD27+ (célula B de memoria
ndo trocadora de classe) do que controles pareados por idade (Schmitt, Bustamante et
al., 2013).



c) Os pacientes deficientes de IL-12Rp1 demonstram incapacidade de formacao
de centro germinativo nos linfonodos. Isso demonstra que o eixo IL-12-STAT4 esta
associado com o desenvolvimento e fungdo das células T foliculares auxiliares in vivo
em humanos. (Schmitt, Bustamante et al., 2013). Células T auxiliares foliculares s&o o
maior subtipo de T CD4+ que fornecem auxilio para a geracdo de anticorpos pelo
linfocito B. Ambas as células estdo juntas no centro germinativo, onde linfocitos B de
alta afinidade sdo selecionados e diferenciam-se em células B de memdria ou células
plasmaticas de longa vida (Schmitt, Bustamante et al., 2013). Dificuldade nas respostas
do centro germinativo pode ser a causa da reducdo do numero de células B de meméria
no sangue dos individuos com deficiéncia de IL12Rf1.

d) Pacientes IL12RB1- possuem maior porcentagem de células T CD4+ virgem e
consequentemente menor porcentagem de células T CD4+ de memoria (Ma, Avery et
al., 2012). Adicionalmente, os linfocitos T de memdria que expressam CD56+ foram
demonstradas severamente diminuidas em pacientes com deficiéncia de IL12Rp1-
(Guia, Cognet et al., 2008).

e) Linfécitos T CD4+ de pacientes com deficiéncia de IL12RB1- possuem uma
deficiéncia em induzir a ativacdo de céelulas dendriticas do que as células oriundas de
pacientes com deficiéncia de CD40- (Hiper IgM) (Miro, Nobile et al., 2006).

f) Ma e colaboradores (2012) revelaram que pacientes com deficiéncia de IL-
12RpB1 apresentam niveis normais de CD4+ CXCR5+ (células T foliculares), que séo
importantes para o desenvolvimento da resposta humoral (Ma, Avery et al., 2012).
Contudo, Schmitt e colaboradores (2013) encontraram que 0s pacientes deficientes de
IL-12RB1 possuem uma diminuicdo na frequéncia de T CD4+ CXCR5+ no sangue
(Schmitt, Bustamante et al., 2013) causada tanto pela reducdo de células Thl de
memoria quanto pela reducdo da expressdo do CXCR5 na superficie das células Thl de
memoria. Esse fenbmeno € decorrente da importancia de IL-12 em induzir células T
CD4+ virgens a expressarem CXCRS5, ICOS e Bcl-6 (Schmitt, Bustamante et al., 2013).

g) Pacientes deficientes de IL-12RB1 possuem maiores niveis de IgM e 1gG do
que controles saudaveis. Esses pacientes mostram niveis normais de IgG antitoxina
tetanica, entretanto a avidade dos anticorpos € menor (Schmitt, Bustamante et al.,
2013).



1.2.3 Distribuicao geografica das mutacdes

Das 77 mutagOes cadastradas no banco de dados LOVD2, 10 foram encontradas
em pacientes oriundos mais de um pais. Entretanto, assim como outras doencas
autossdmicas recessivas, as mutagdes no gene IL12RB1 encontram-se regionalizadas em
paises com altas taxas de casamento consanguineo, ilhas e microrregifes afastadas de
centros urbanos. Aproximadamente metade das mutagdes foi encontrada em pacientes
do Oriente Médio ou de origem parental oriunda de individuos mulgumanos. Muitos
desses pacientes descendentes de paquistaneses, turcos ou arabes foram diagnosticados
na Europa. Devido as crescentes taxas de migracao de individuos oriundos desses paises
para a Europa na ultima década mais pacientes com DMSM tem sido diagnosticados por
terem acesso a saude com suporte investigativo para imunodeficiéncias primarias.

O Unico estudo que caracteriza o efeito fundador de mutacfes nesse gene é
proveniente da Argentina, onde a colonizacdo Europeia foi responsavel por dispersar a
mutacdo €.1623_1624delinsTT presente também em varios paises na Europa como
Franca, Bélgica e Alemanha (Yancoski, Rocco et al., 2009).

A maioria dos paises ndo possuem registro de pacientes diagnosticados com
DMSM (Figura 3). Dois fatores podem estar relacionados a isso: 0 primeiro seria o
acesso a centros de investigacdo de imunodeficiéncia primaria; e o segundo, a auséncia
de indicacdo da vacina BCG no primeiro ano de vida em paises ndo endémicos para

tuberculose.
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Figura 3. Mapa representativo dos niumeros de casos diagnosticados com
deficiéncia de IL12Rp1. Escala de calor nos paises com casos cadastrados no LOVD2

representando: verde escuro (1-5 casos), verde claro (6-10 casos), amarelo (11-20
casos), amarelo alaranjado (21-30 casos), laranja (31-40 casos) e vermelho (41-50
casos).

1.3 Hipotese
A Doenca Granulomatosa Crénica e a Doenca de Suscetibilidade Mendeliana
para Micobactérias podem constituir a base genética mais frequentemente associada aos

eventos adversos severos ao BCG vacinal na regido Norte Fluminense.



11

2 Justificativa

Recentemente o Ministério da Saude divulgou alerta sobre o0s sinais de

imunodeficiéncia priméaria destacando a importancia de se acompanhar melhor

pacientes com historico de BCGite/BCGose. Pouquissimos centros de pesquisa no

Brasil ofertam esse tipo de diagnostico especializado. A interiorizacdo do diagnostico

especializado em imunodeficiéncias primérias € indispensavel.

3 Objetivos gerais

Investigar as bases moleculares e genéticas da reacdo adversa severa a vacina

BCG no contexto da Doenca Granulomatosa Cronica e da Doenca de Suscetibilidade

Mendeliana as Micobactérias.

Determinar as frequéncias dessas imunodeficiéncias e de mutag¢fes envolvidas

na regido Norte Fluminense.

3.1 Objetivos especificos

Selecionar pacientes com episddios de reacdo adversa severa a BCG;
Utilizar a quantificacdo do peroxido de hidrogénio nas amostras oriundas
dos pacientes com suspeita de DGC;

Determinar a presenca das proteinas IL12RB1, IFNGR1, IFNy e IL-17A em
células de cultivo e sobrenadantes oriundos de pacientes com reacdo adversa
a vacina BCG;

Determinar as mutacdes desencadeadoras de DGC e DMSM por
sequenciamento de DNA dos genes alvos;

Determinar se as mutacdes diagnosticadas sdo frequentes na populacdo do
Norte Fluminense;

Caracterizar e comparar qualitativamente a expressdo das citocinas IFN-y e
IL17A em pacientes com reacdo adversa ao BCG;

Realizar o aconselhamento genético nas familias.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Desenho

Estudo exploratério, qualitativo, com amostragem por conveniéncia ou
acessibilidade, ndo probabilistica, portanto, este estudo piloto foi destituido de um
ndmero de participantes minimo, célculo a priori de tamanho amostral e poder de
estudo, em pacientes que apresentaram eventos adversos a vacina BCG.

Critérios de inclusdo: Foram incluidos nesta pesquisa pacientes com histérico de
BCGite ou BCGose residentes na Regido Norte Fluminense, assistidos no Ambulatério
de Pediatria do Hospital Plantadores de Cana de Campos dos Goytacazes, RJ, com
acompanhamento clinico pela colaboradora deste projeto, médica Profa. Dra. Regina
Célia de Souza Campos Fernandes. A inclusdo neste projeto foi voluntaria por meio de
assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

Critérios de excluséo: Pacientes com historico de BCGite ou BCGose em uso de
corticdides ou outros imunossupressores, pacientes diabéticos ou com infeccdo
confirmada pelo HIV-1 ndo atenderam aos propositos da pesquisa e portanto ndo foram
incluido.

A ocorréncia de BCGite e BCGose foi considerada como variavel de desfecho.
Foram consideradas como varidveis de exposicdo: diagnostico de Doenga
Granulomatosa Cronica e da Doenca de Suscetibilidade Mendeliana as Micobactérias.
Para o diagndstico laboratorial da Doenca Granulomatosa Crénica foi realizado o teste
da oxidacdo da diidrorodamina para a medicdo do peréxido de hidrogénio produzido
pelas células fagocitarias. Para o diagnostico da Doenca de Suscetibilidade Mendeliana
as Micobactérias foi quantificada a expressdo dos receptores de IL12 e IFN-y na
superficie dos leucdcitos por citometria de fluxo. Os niveis das citocinas IFN-y e IL17A
foram analisados por citometria de fluxo quantitativa com o uso de microesferas (CBA).
O sequenciamento dos éxons de genes alvos foi realizado para a identificacdo das
mutacbes causadoras das imunodeficiéncias primarias, com a determinacdo da
frequéncia das mutacGes em amostra populacional do Norte Fluminense. Possiveis
alteracdes nos niveis de expressdo dos transcritos dos genes IL12RB1, IL12RB2, IL10 e
IFN-y foram investigadas por RT-PCR.

Todas as criancas encaminhadas ao nosso centro de pesquisa com suspeita de
alteracdo imunologica por apresentarem reacao adversa a vacina BCG foram atendidas e

acompanhadas de acordo com o fluxograma da Figura 4.
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A anamnese das 9 criangas foi realizada na primeira consulta e junto a ela
solicitados os exames adicionais, resposta ao questionario e/ou testes realizados pela
pesquisa. Durante a pesquisa, outros procedimentos como re-coleta ou consultas extras
foram realizadas até a entrega dos laudos. Na entrega do laudo, foi realizado um
encaminhamento especifico de acordo com o diagndstico ou a exclusdo das doencas

investigadas no projeto de pesquisa.

4.2 Aspectos éticos

O diagndstico com a utilizacdo da citometria de fluxo e andlise genética é
extremamente importante para a determinacao das ac6es profilaticas a fim de diminuir a
mortalidade e morbidade dos pacientes acometidos por imunodeficiéncias primarias
desencadeadoras da reacdo adversa ao BCG. A genotipagem e imunofenotipagem
requereram autorizacdo pelos participantes ou seus responsaveis legais, 0s objetivos
foram aprovados pela Direcdo Clinica do Hospital Plantadores em Cana de Campos dos
Goytacazes, que autorizou o acesso aos prontuarios e pacientes pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres humanos da Faculdade de Medicina de Campos, RJ, e pelo
CONEP sob CAAE no. 35385714.0.0000.5244 (Conselho Nacional de Saude do Brasil
- CONEP — Ministério da Saude, Plataforma Brasil). A inclusdo neste projeto foi

voluntéria por meio de assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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4.3 Metodologia de andlise de dados

Os dados secundéarios e os resultados das fenotipagens e dos testes genéticos
foram gerenciados e analisados de maneira codificada, utilizando o programa Epidata
para determinacdo de frequéncias, riscos relativos e poder estatistico das associagdes.

Foi realizado o gerenciamento de dados no programa Epidata Versdo 3.1 com
anotacdo de dados registrados nos prontuarios dos pacientes (idade em que recebeu a
BCG, tempo para o inicio da reacdo adversa, consanguinidade dos pais, infec¢des por S.
aureus, Salmonella, Paracocco, Histoplasma e S. marcescens) e frequéncias
genotipicas.

As frequéncias alélicas e a taxa de heterozigose observada foram calculadas com
0 uso do programa livre PowerStats. A significancia estatistica das possiveis
associagdes foi estimada pelo teste de Fisher.

Como medida de efeito, os riscos relativos dos eventos adversos do BCG vacinal
foram relacionados com o diagndstico laboratorial de Doenga Granulomatosa Cronica e
da Doenga de Suscetibilidade Mendeliana as Micobactérias com intervalo de confianca
de 95% (IC 95%).

4.4 Material biologico, extracdo de DNA e RNA e PCR

Foi realizada a coleta de 4-10 mL de sangue em heparina do paciente e da mée
na sala de coleta do Nucleo de Diagndstico e Investigacdo Molecular/NUDIM. A
extracdo de DNA gendmico e RNA foram realizadas utilizando kits comercias llustra
blood genomicPrep e Trizol, respectivamente. Os cDNAs foram sintetizados com o Kit
High-capacity. Todos os iniciadores utilizados para 0 sequenciamento Sanger,
minissequenciamento de unico nucleotideo e amplificacdo dos exons estdo inclusos no
Apéndice B.

As condicbes de amplificacdo do marcador Duffy foram as seguintes:
temperatura de anelamento 67°C por 32 ciclos, 2 mM MgCl,, =4ng DNA, 1 uM de cada
iniciador; volume final de 12,5 pL por 32 ciclos. Para amplificacdo dos exons de
IFNGR1 e IFNGR2 foi seguido o protocolo descrito por (Azevedo, 2004)). Os demais
PCR foram executados nas seguintes condi¢fes Otimas: temperatura de anelamento
60°C; por 32 ciclos, 2 mM MgCl,, =10ng DNA, 1 uM de cada iniciador.
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4.5 Isolamento e cultivo de PBMC

As células mononucleares de sangue periférico foram separadas com Ficoll-
Paque Plus. Foi realizado o cultivo de 1x10° células/pogo em meio RPMI suplementado
com 2mM de L-glutamina, 100 unidades de penicilina, 200pug/mL de estreptomicina e
10% de soro fetal bovino. As células foram estimuladas ex-vivo com PHA (1mg/mL)
e/ou lisado de BCG (0,2 mg/mL) por 72h.

4.6 Deteccao de IL12Rp1, IFN-yR1 e quantificacao de citocinas

Os sobrenadantes dos cultivos foram estocados (-80°C) para quantificacdo de
citocinas humanas IFN-y e IL17A por citometria de fluxo utilizando o KIT CBA
#558269 e #562143 respectivamente.

Para a quantificagcdo da expressdo em membrana dos receptores IL-12RB1 (PE-
mouse anti-Human CD212 e PE-mouse 1gG1 controle isotipico) e IFNGR1 (PE-mouse
anti-Human CD119 e PE-mouse 1gG2b controle isotipico) as seguintes condi¢es foram
utilizadas:

Para sangue total: Hemacias de 50uL de sangue foram lisadas de acordo com o
protocolo de (Vowells, Sekhsaria et al., 1995), sequido da adicdo de 5-20uL de cada
anticorpo em tubos separados (volumes de acordo com a prescrigdo do anticorpo, vide
bula). As amostras foram incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro e lavadas duas
vezes com o tampdo de lavagem (PBS 1X + 2% soro fetal bovido e 0,1% de NaN3),
entre as lavagens as células foi executado centrifugacdes a 500xg for 3-4 minutos a 4°C.
Apos as lavagens as células foram ressuspendidas em 450uL para analise no citbmetro
de Fluxo FACS Calibur (LBR, CBB,UENF).

Para anélises das células em cultura, cada poco (100pL de volume, 1x10°
células) foi lavado com 200uL de tampéo de lavagem e incubado com cada anticorpo de
acordo com as prescrigdes da bula por 30 minutos no escuro a 4°C. Apds a incubacao as
células foram lavadas duas vezes com o tampéo de lavagem e foram ressuspendidas em

450uL para andlise no citbmetro.

4.7 Teste da oxidacdo da diidrorodamina (DHR)
A producéo de superoxidos e perdxidos nos granulécitos ativadas com acetato de

forbol miristato (PMA) foi quantificada por citometria de fluxo utilizando o substrato
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DHR 123 (Vowells, Sekhsaria et al., 1995). O composto DHR 123 é permeéavel e é
oxidado pelo H,0? e O, para rodamina 123. A rodamina 123 emite uma fluorescéncia
quando excitado, em um comprimento de onda a 488nm. Os granuldcitos de pacientes
com DGC néo conseguem produzir O, e assim ndo conseguem oxidar DHR 123.

4.8 Sequenciamento de genes alvos

Os produtos de PCR purificado com EXOSAP-IT (Affymetrix) e 5mM de cada
iniciador para sequenciamento foram encaminhados para a empresa Helixxa que
realizou o sequenciamento Sanger (http://www.helixxa.com.br/pesquisa.php). Para os
polimorfismos patogénicos encontrados foram determinadas as frequéncias alélicas por
minissequenciamento de base Gnica em 100 amostras de DNA gendmico de individuos
ndo relacionados geneticamente obtidas do Biorrepositorio do Nucleo de Diagndstico e
Investigacdo Molecular NUDIM da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Todos os iniciadores utilizados para 0 sequenciamento Sanger,
minissequenciamento de Unico nucleotideo, amplificacdo dos exons estdo inclusos no
Apéndice B

4.9 Analise dos dados

Os dados dos questionarios (Apéndice C) e das genotipagens foram gerenciados
utilizando o programa Epidata Versdo 3.1(Lauritsen e Bruus, 2000-2008) e analisados
com o programa EpiData Analysis VV2.2.1.171. Os dados do banco foram conferidos por
dois membros do grupo de pesquisa. As frequéncias alélicas e a taxa de heterozigose

observada (Ho) foram calculadas com o uso do programa livre PowerStats. A

k
heterozigose esperada (Hg) foi estimada com a formula H. = (1—2 pf]
i=1

A significancia estatistica das possiveis associacdes foi estimada pelo teste t
unpaired p < 0,05 com intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Para plotagem dos
dados foi utilizado o programa GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad

Software, San Diego California USA (www.graphpad.com).
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5. Resultados
5.1 Implementagéo da pesquisa translacional
5.1.1 Caracterizagdo da Coorte

Foram beneficiados pela plataforma catorze (14) pacientes que foram
encaminhados ao nosso grupo de pesquisa (Tabela 1). Entretanto, seis (6) pacientes
(sexo feminino) também foram investigados quanto a presenca de imunodeficiéncia
primaria por motivo de infeccbes graves e/ou situacdo de sepse causada por outro
patdgeno que ndao micobactérias, os dados dessas seis criancas ndo foram incluidos
nessa tese por ndo se enquadrarem dentro dos critérios de inclusdo deste estudo.

Todos os nove pacientes incluidos tiveram pelo menos um evento de reacdo
adversa ao BCG. Destes, sete sdo do sexo masculino (77,78%). O paciente 1528F
faleceu em decorréncia de septicemia cujo agente etioldgico provavel foi o BCG
vacinal. Portanto seus dados ndo estdo inclusos nas anélises de citometria ex vivo e in

vitro, bem como na anélise de DNA (Figura 5).

Tabela 1. Relagcdo dos pacientes participantes do projeto e as respectivas

condicdes diagnosticas em relagdo a DMSM ou DGC.

Codigo Sexo Idade® Infeccdes® Status®

830F1 M 23 BCGite DMSM?

830F2 M 15 BCGite DMSM?

1212F M 5 BCGite DMSM?

1286F M 5 BCGite Exclusdo de DGC e DMSM
1528F M 1 BCGite DMSM?

1620F F 11m Reacdo adversa ao BCG Exclusdo de DGC e DMSM
1635F F 4m Reacdo adversa ao BCG Exclusdo de DGC e DMSM
1668 M 3m BCGite Exclusdo de DGC e DMSM
1692 M 5m BCGite Exclusdo de DGC e DMSM

% ldade em anos

> InfeccBes confirmadas de acordo com o prontuério.
¢ Status quanto ao diagndstico

9 Deficiéncia de IL12RpB1



Criangas com reacéo adversa a BCG (n=9)
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Diagnéstico de DSMM (n=4)

Septicemia (1668F)

Morte (1528F)

Infecgdo por Sa/monella (830F2 e 1212F)

Infeccdo por Histoplasma (830F1)

Figura 5. Painel descritivo das criancas incluidas no estudo e seus desfechos

clinicos. Das 9 criancas incluidas no estudo, 4 foram diagnosticadas com DMSM.

Nesta coorte as reagdes adversas mais frequentes foram linfadenopatia regional

supurativa 6/9 (66,7%), ulcera >1cm 2/9 (22,2%) e linfadenopatia regional néo

supurativa 1/9 (11,1%). A Isoniazida foi a droga utilizada para terapia na maioria dos

casos 8/9 (88,9%). Com apenas um caso de recidiva de BCGite (11,1%), que foi tratada

com Rifampicina e etambutol de acordo com as recomendacgdes do MS (Brasil, 2008).

O historico clinico das criangas incluidas revelou anemia em 4/9 (44,4%),

septicemia 3/9 (33,3%) e pneumonia no primeiro ano 1/9 (11,1%). Do histérico clinico

familiar, tuberculose e hanseniase estiveram presentes em uma familia das oito incluidas

no estudo.
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5.1.2 Relatos de Casos
830F1

Homem, 23 anos, casado, primeiro filho de um casal ndo-consanguineo. Na
idade de 1 ano, apresentou adenopatia axilar supurativa ipsilateral ao local de vacinagéo
da BCG. Ele foi tratado com lIsoniazida (10 mg/kg/dia) durante seis meses com boa
evolucdo clinica. Na idade de 13 anos, o paciente apresentou linfadenopatias cervicais e
febre; diagndstico de histoplasmose confirmado por histopatologia e o tratamento
utilizado foi o cetoconazol (400 mg/dia), com excelente resposta. Na idade de 18 anos,
teve uma recidiva da histoplasmose manifestada por grandes linfadenopatias cervicais,
rouquidao, disfagia e febre. Imagens da videolaringoscopia revelaram lesbes
granulomatosas bilaterais de pregas ariepigléticas (Figura 6). Avaliagdes imunoldgicas
revelaram hiper-1gE (17.300 e 17,937 Ul/ml (valor de referéncia, VR: <87) em dois
testes separados; 1gG = 2,790 mg/dL (VR: 549-1584), IgA = 225 mg/dL (VR: 61-348),
IgM de 106 mg/dL (VR:. 23-259); CD4 = 350 células/mm3 (41,5%), CD8 = 269
célulassrmm3 (17,2%), CD4/CD8 = 1,30. A recidiva da histoplasmose foi tratada com
itraconazol (600 mg/dia) durante dois anos. No momento, ele estd saudavel sem

profilaxia.

Figura 6. Diagnostico de Histoplasmose com acometimento de laringe e
linfonodos no paciente 830F1. A) Fotomicrografia (40 X)-Coloracdo pelo Grocott-
Numerosas estruturas fangicas coradas em preto. B) Videolaringoscopia realizada no

paciente 830F1, com histoplasmose laringea.
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830F2

Menino, 15 anos, irmdo mais novo do paciente 830F1 (Figura 7). Na idade de 4
meses, apresentou adenite supurativa regional ipsilateral ao local da vacina BCG e foi
tratado com Isoniazida (10 mg/kg/dia) por 6 meses com boa resposta clinica. Aos 5
anos, quando seu irmao mais velho foi diagnosticado com histoplasmose, ele apresentou
vérias adenopatias cervicais e febre. Ele foi medicado com cetoconazol (400 mg/dia).
Sem recuperagdo, o tratamento foi interrompido apds sete meses. Na idade de 6 anos,
ele foi hospitalizado com adenopatias cervicais, e foi tratado com anfotericina B, sem
regressdo. Na idade de 8 anos, nova hospitalizagdo com astenia, anorexia, dor
abdominal e adenopatias cervicais, evoluindo com hepatoesplenomegalia, dificuldade
respiratoria, febre persistente, colecGes pleurais e no pericardio. Foi necessario a
drenagem das colecdes e resseccdo do baco apds abscesso esplénico Os estudos de
laboratério mostraram leucocitose (26.900 células/mm3, 14% bastdes, 80%
segmentados, 5% linfocitos); 297.000/mm3 plaquetas; albumina de 2,30 g/dL, globulina
de 3,60 g/dL; bilirrubina total 7,80; bilirrubina direta 6,60 mg/dL; AST 38U/L, ALT de
25 IU/L, AP 342 UI/L. Coloracdo de Wade, PAS e Giemsa de linfonodos e baco foram
negativos; PAS e Wade de amostras oriundas da colecdo pericardia foram negativos. A
cultura do aspirado de medula 6ssea foi positiva para Salmonella choleraesuis. Além da
terapia antimicrobiana (40 mg/kg/dia de vancomicina e 30 mg/kg/dia de meropenem);
Rifampicina (10 mg/kg/dia), Isoniazida (10 mg/kg/dia) e Pirazinamida (20 mg/kg/dia)
também foram utilizados devido a poliserosite e a possibilidade ndo confirmada de
contato domestico com tuberculose. A avaliagdo imunoldgica revelou hiper-1gE (902
Ul/mL e 2848 Ul/mL [VR a 87 UlI/mL] em duas avalia¢bes independentes) com valores
elevados de outras imunoglobulinas (IgG = 3,150 mg/dl [VR: 572-1,474]; IgA = 943
mg/dl [VR: 34-305]; IgM = 223 mg/dl [VR: 32-208]), e marcadores de células T CD4 =
955 células/mm3 (17%); CD8 = 1348 células/mm3 (24 %); e CD4/CD8 = 0,7. Trés
meses apds a suspensdo dos tuberculostaticos, houve um recrudescimento de
linfadenopatias cervicais com fistulizacdo, apesar da auséncia de febre e sinais
inflamatérios. Culturas de aspirado de ganglio foram negativas para bactérias, bacilos
alcool-acido resistentes e fungos. O exame histopatolégico dos linfonodos cervicais foi

negativo para microbios intracelulares. Ele recebeu tratamento empirico com
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trimetoprim/sulfametoxazol durante cinco meses, com recuperagdo completa e
profilaxia com as mesmas drogas por 6 meses. ApoOs a interrupgdo da profilaxia, ele
desenvolveu grande abscesso na regido subcostal esquerda e nas costas, que foi drenado
(Figura 8). Desse aspirado, as culturas foram negativas e ele foi empiricamente tratado
com ciprofloxacina (40 mg/kg/dia) para cobrir salmonela e claritromicina (15
mg/kg/dia) para cobrir micobactérias durante seis meses. No momento, ele estd em

profilaxia com trimetoprim/sulfametoxazol e livre de sintomas.

8 @

830P 830M

N Q

830F1 830ESPF1 830F2

830F1-
Il

Figura 7. Heredrogama representativo da familia 830. O paciente 830F1,

filho mais velho possui um filho.

Figura 8. Abscesso na regido subcostal esquerda do paciente 830F2.
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1212F

Menino, cinco anos Unico filho de um casal ndo-consanglineo (Figura 9).
Vacinado com BCG durante o primeiro més de vida. Na idade de 6 meses, ele
desenvolveu adenopatia axilar ipsilateral ao local da vacina BCG e foi tratado com
Isoniazida (10 mg/kg/dia) durante 6 meses. Quatro meses mais tarde, ocorreu a recidiva
da adenopatia com fistulizag&o. A recidiva foi resolvida com a associacdo de Isoniazida
(10 mg/kg/dia) e rifampicina (10 mg/kg/dia) durante 6 meses. Foi realizada uma
puncdo da adenopatia para cultura, entretanto as culturas foram negativas para bactérias,
micobactérias e fungos. Na idade de 4 anos, o paciente apresentou artrite no tornozelo,
sem febre e lesbes eritematosas ndo pruriginosas nos membros inferiores e nadegas, que
ndo desapareciam com a compressdo. As lesdes eram recorrentes e progressivas por
periodos cada vez mais curtos. Em um total de quatro meses, incluindo um episodio de
lesbes no corpo inteiro. Em seguida, ele também apresentou com lesdes eritematosos
maculopapulares e pruriginosas no pesco¢o e no dorso de ambas as méos. Estudos
laboratoriais mostraram leucocitose (14.980 celulas/mm3), VHS 25 mm/h (VR 0-20
mm/h), LDH de 730 UI/L (VR 200-480 UI/L). Avaliacdo imunologica revelou IgE
elevada (934 Ul/ml [VR a 52 Ul/ml]) com valores elevados para 1gG = 5,650 mg/dL
(VR: 504-1,465); IgA = 340 mg/dl (VR: 27-195); IgM = 537 mg/dL [VR: 24-210].
Avaliacdo celular revelou inversdo do eixo CD4/CD8 com CD4 = 1.280 celulas/mm3
(23,26%); CD8 = 2.080 células/mm3 (37,79%); CD4/CD8 = 0,62). Funcdo renal
normal, sem proteindria ou hematdria. A avaliacdo reumatoldgica demonstrou fator
reumatoide positivo 512 Ul/mL (VR <8 Ul/mL) e negativo para anticorpos
antinucleares. O exame histopatologico da erupcdo maculopapular eritematosa na mao
esquerda revelou hiperqueratose e atrofia regional associada a vacuolizacdo basal e
necrose focal, além de infiltrados mistos inflamatorios perivasculares e intersticiais com
fragmentacdo nuclear leve. O exame histopatoldgico das lesbes eritematosas da perna
esquerda mostrou infiltrados inflamatorio misto localizado perivascularmente e
intersticiais com neutrofilos em cariorrexe, linfocitos e eosinéfilos (Figura 10). As
amostras do paciente foram positivas no teste de aglutinacdo Widal H (flagelos B
reativo), culturas de sangue e de fezes negativas para bactérias. Ele foi tratado com
ciprofloxacina (40 mg/kg/dia) durante duas semanas, com a regressao das lesdes e sem

recidivas. No momento, ele esta em profilaxia com trimetoprim/sulfametoxazol.
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Figura 9. Heredrogama representativo da familia 1212. O paciente 1212F ¢

filho Gnico de pais ndo consanguineos.

Figura 10. Exame histopatologico sugestivo de ptiriase liquen (bidpsia da
mao esquerda) e vasculite leucocitoclastica (biopsia da perna esquerda) no
paciente 1212F. A andlise histopatoldgica da bidpsia da méo do paciente 1212F revelou
hiperqueratose e atrofia regional associada a vacuolizacao basal e necrose focal, aléem de
infiltrados mistos inflamatdrios perivasculares e intersticiais com fragmentacao nuclear
leve. O exame histopatoldgico das lesdes eritematosas da perna esquerda mostrou
infiltrados inflamatorios mistos localizados perivascularmente e intersticiais com

neutrofilos em cariorrexe, linfécitos e eosinoéfilos.

1286F

Menino, cinco anos e trés meses, filho mais velho de um casal ndo consanguineo
(Figura 11) recebeu a vacina BCG na segunda semana de vida e evoluiu sem
complicagdes. Aos 4 anos nova dose de BCG foi administrada como abordagem de



25

contactante de Hanseniase. Apds dois meses da segunda dose foi observado aumento do
volume no local da aplicacdo com posterior ruptura e saida de secre¢do purulenta. O
tratamento estabelecido foi Isoniazida (10 mg/kg/dia) e depois adicionada a
Rifampicina. Exame fisico normal, sem adenopatias satélites, entretanto com didmetro

da leséo vacinal maior que 4cm (Figura 12).

£l Q

1286P 1286M

1286F1 1286F2

Figura 11. Heredrogama representativo da familia 1286F. O pai do paciente
1286F teve um diagnostico de hanseniase e por isso a segunda dose de BCG foi
indicada para o paciente 1286F1 e sua irmé.

Figura 12. Fotografia da reacdo adversa a vacina BCG no paciente 1286F.
Paciente 1286F apresenta ulcera vacinal >4cm no local da aplicacdo da segunda dose da
vacina BCG.

Paciente 1528F1

Menino (1999), dnico filho de pais consanguineos de primeiro grau (Figura 13).
Na idade de 3 meses, 0 paciente desenvolveu adenite axilar supurativa ipsilateral ao
local da vacina do BCG, e foi tratado com Isoniazida (10 mg / kg/dia), com regresséo da
linfadenopatia. Na idade de 9 meses, foi hospitalizado devido a febre, sudorese, anemia
grave, hepatomegalia e esplenomegalia. Raios-X de térax normal; culturas de sangue e
urina negativo para bactérias; hemoglobina 6g/dl; leucécitos 2.700 células/mm? (0% de
eosinéfilos, e 50% de linfocitos); 40.000 plaquetas/mm?; AST (36 UI/L) e ALT (20
UI/L) normais. Mielograma demonstrou hipoplasia eritrocitaria e plaquetaria e uma

reducdo no desenvolvimento de granuldcitos. Com a suspeita de doenca disseminada
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por BCG, ele foi tratado com Isoniazida (10 mg/kg/dia) e ceftriaxona (100 mg/kg/dia) e
recebeu duas transfusbes de sangue. Mae e filho eram HIV-1 negativos. Apoés sete dias,
ele foi transferido para a unidade de tratamento intensivo com insuficiéncia respiratoria

e faleceu ap6s hemorragia pulmonar macica.

1528 1528M

1528F

Figura 13. Heredrogama representativo da familia 1528. O pai do paciente

1528 ¢ parente em primeiro grau da mée.

1620F

Menina, onze meses, primeira filha de um casal ndo consanguineo (Figura 14)
ap0os quatro meses de vacinacdo ainda apresentava Ulcera no local da aplicacdo com
drenagem de secrecdo purulenta. Tratada com isoniazida (10 mg / kg/dia) por 6 meses.
Ap0s sua conclusdo a paciente ainda apresentava episodios de Ulceracéo e eliminacéo de
secrecdo purulenta sem adenopatias satélites. Exame fisico normal, com cicatriz vacinal
>1cm de didametro com lesbes eritematosas proximas e enduracdo (Figura 15). Apos 6

meses do fim do tratamento as lesfes e a enduracdo ndo se encontravam mais presentes.
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Figura 14. Heredrogama representativo da familia 1620F. Historico familiar

intocado pela tuberculose e outras doencas infecciosas por micobactérias e salmonelas.

Figura 15. Fotografia da reacdo adversa a vacina BCG na paciente 1620F.
A paciente 1620G apresenta cicatriz vacinal >1cm de diametro com lesGes eritematosas

proximas e com enduracao.

1635F

Menina, quatro meses, segunda filha de um casal ndo consanguineo (Figura 16).
Apos 20 dias de vacinagdo, foi observada massa em regido axilar e escapular direitas
sem sinais flogisticos que evoluiu com hiperemia local e fistulizacdo. Foi iniciado o
tratamento com isoniazida (10 mg /kg/dia) com boa resposta. Exame fisico normal, com
cicatriz vacinal normal e sem adenopatia satélite, cicatriz na axila e regido escapular
direitas relacionada a drenagem ganglionar (Figura 17). A paciente possui um historico
familiar de tuberculose diagnosticada no avd paterno. Entretanto, foi levantada a
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hipotese de erro na administracdo da vacina BCG pelos pais e pela pediatra do Centro
de Tuberculose de Campos.
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1635F1 1635F2

Figura 16. Heredrogama representativo da familia 1635F. O avd paterno da
paciente 1635F teve historico de tuberculose.

Figura 17. Fotografia da reacdo adversa a vacina BCG na paciente 1635F.
A paciente 1635F apresenta cicatriz na axila direita e regido posterior relacionada a

drenagem ganglionar.

1668F

Menino, trés meses, primeiro filho de um casal ndo consanguineo, nascido a
termo (Figura 18), recebeu a vacina BCG ainda na maternidade. Apds 3 semanas,
apresentou febre alta e irritabilidade, sendo hospitalizado por um més e 7 dias com
diagnostico final de septicemia sendo hemocultura positiva para Enterococus e
Stafilococcus. Medicado com anfotericina B, gentamicina, cefepima, amicacina e

meropenem, também recebeu uma transfusdo sanguinea. Quatro dias apos a alta foi
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observado carogo (+- 2,5cm de didmetro aderente ao gradil costal) sem sinais flogisticos
na axila ipsilateral a vacinacdo com BCG (Figura 19). Tratamento com isoniazida (10
mg/kg/dia) foi instalado, ap6s um més de tratamento ocorreu a fistulizacdo. Entretanto o
paciente teve boa resposta ao fim do tratamento.
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1668P 1668M

1668F

Figura 18. Heredrogama representativo da familia 1668F. O menino nascido
de pais ndo consanguineo é filho Unico.

Figura 19. Fotografia da reacdo adversa a vacina BCG no paciente 1668F.
O paciente 1668F apresentava um carogo (+- 2,5cm de diametro aderente ao gradil

costal) sem sinais flogisticos na axila ipsilateral a vacinacdo com BCG.

1692F

Menino, cinco meses, filho de um casal ndo consanguineo, nascido a termo
(Figura 20). Foi hospitalizado no primeiro més de vida por 7 dias com bronquiolite.
Dois meses ap0s a vacinacao pelo BCG foi observada massa em regido axilar sem sinais
flogisticos que evoluiu com hiperemia local. Iniciado o tratamento com Isoniazida (10
mg/kg/dia) e 20 apos apresentou fistulizacdo. H& dois meses com uso de Isoniazida sem
intercorréncias e sem mais saida de secre¢do. Exame fisico normal, com cicatriz vacinal

normal e cicatriz na axila direita relacionada a drenagem ganglionar (Figura 21).
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Figura 20. Heredrogama representativo da familia 1692F.

Figura 21. Fotografia da reacdo adversa a vacina BCG no paciente 1692F. O
paciente 1692F apresentava cicatriz vacinal normal e cicatriz na axila direita

relacionada a drenagem ganglionar.
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5.2 Painel Imunofenotipico

5.2.1 Avaliacdo da expressao de IL-12RB1 nas criangas com episédios de
reacdo adversa ao BCG

A quantificacdo da expressdo ex vivo de IL-12RB1 por citometria de fluxo foi
determinada para os 8 pacientes em amostra de sangue periférico. Os pacientes foram
estratificados da seguinte forma: Paciente com DMSM (1212F, 830F1 e 830F2) e
pacientes sem DMSM (1286F, 1620F, 1635F, 1692F, 1668F). Controles (individuos
que ndo apresentaram reacdo adversa a vacina BCG) foram adicionados a analise. Os
pacientes com DMSM apresentam baixa expressdo de IL-12RB1 (Figura 22).

Existe diferenca significativa quando comparamos 0s niveis de expressao ex vivo
de IL-12RB1 nas células dos pacientes com DMSM e dos sem DMSM (Teste t
unpaired; p= 0,0023), e entre os grupos DMSM e controles (Teste t unpaired; p=
0,0012) (Figura 23). Mas ndo ha diferenca na expressao ex vivo de IL-12Rf1 quando
comparamos 0s grupos de pacientes sem DMSM e controles (Teste t unpaired; p=
0,3595). A media elevada no grupo de pacientes ssm DMSM pode estar aumentada
devido a alguns pacientes desse grupo apresentarem reacdo adversa a vacina BCG

vigente no momento da coleta.

E 2
1 A B
I
] [ E
| ¥
] ! E
g i1 2 |
2 ' 2 :
2 (]
g g
) )

< 1 " ] 2 1 e 4
107 10 108 10% 10 109 10 108 1% 10
CD212 PE cD212 PE

Figura 22. Histogramas representativos da quantificacdo de expressdo de IL-
12Rp1 (CD212). Linfocitos dos pacientes 830F1 (A) e 830F2 (B) mostram que 0s
mesmos expressam IL12RB1/CD212-PE (branco) em analise ex vivo. As porcentagens
de células expressando IL-12RpB1 foram respectivamente 12,47% e 13,35%. Como

controle isotipico foi utilizado o anticorpo mouse-lgG1-kappa-PE (cinza).

Devido aos pacientes com DMSM apresentarem expresséo de IL-12RB1 ex vivo,

€ necessario avaliar se 0s mesmos apresentam essa expressdo significativamente
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aumentada quando estimulamos suas PBMCs in vitro com PHA. Sendo assim, foram
avaliadas as porcentagens de células que expressam IL-12Rp1 (CD212) ap6s estimulo
in vitro das PBMCs por 72h com PHA em amostras dos 7 individuos participantes do
estudo. (Figura 24). PBMCs dos pacientes com DMSM expressam menos IL-12Rp1
ap6s o estimulo com PHA quando comparado com individuos controles saudaveis
(Teste t unpaired; p= 0,0004) ou com o grupo sem DMSM (Teste t unpaired; p=
0,0003). Adicionalmente, ndo ocorreu diferenca significativa na expresséo de IL-12Rp1
apos o estimulo com PHA quando comparamos o grupo dos pacientes sem DMSM e 0s
controles (Teste t unpaired; p= 0,9508).
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Figura 23. Diferenca na porcentagem de células que expressam IL-12Rp1 (CD212)
ex vivo. Linfocitos dos pacientes sem DMSM (5 pacientes) e Controles (3 individuos)
expressam mais IL12RB1/CD212-PE do que os pacientes com DMSM (3 pacientes) (p=
0,0023 e p=0,0012 respectivamente).
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Figura 24. Diferenca na porcentagem de células que expressam IL-12Rp1 (CD212)
apos estimulo in vitro das PBMCs com PHA. PBMCs dos pacientes com DMSM (3
individuos) expressam menos IL12RB1/CD212-PE do que os pacientes sem DMSM (4
individuos) (p=0,0003) e os controles (p= 0,0004) apos 72h de estimulo com PHA. Nao
existe diferenca significativa nos niveis de expressao entre os individuos do grupo sem
DMSM e controles (5 individuos) (p=0,9508).



34

5.2.2 Avaliacdo da producdo de citocinas em sobrenadante de cultivo de
PBMC:s.

As PBMCs oriundas dos individuos controles produzem mais IFN-y do que os
pacientes com (Teste t unpaired; p= 0,0247) ou sem DMSM (Teste t unpaired; p=
0,0001) quando estimulados com PHA por 72h (Figura 25). Devido a média de
producéo dos pacientes com e sem DMSM serem equivalentes, as PBMCs dos pacientes
com DMSM néo diferem na producgdo de IFN-y do grupo dos pacientes sem DMSM
quando estimuladas com PHA (Teste t unpaired; p= 0,8462). Um fator pode estar
pesando nisso, o paciente 830F1 produz em média uma quantidade alta de IFN-y
(4514,430 pg/mL). Esse paciente possui a melhor clinica quando comparamos com 0s
outros 2 pacientes que produzem baixas quantidades de IFN-y (2115 e 905,125 pg/mL).
Incluidos todos os pacientes analisados, a média de produgéo de IFN-y é de 2512 pg/mL
e 2313 pg/mL para o grupo com e sem DMSM respectivamente. Se retirarmos o
paciente 830F1, a média de producdo de IFN-y do grupo cai de 2512 para 1510 pg/mL.
De qualquer forma, ndo podemos excluir o dado que pacientes que apresentam reacao
adversa ao BCG portadores ou ndo de DMSM, possuem uma producdo reduzida de
IFN-y quando suas PBMCs sao estimuladas in vitro com PHA.

Na literatura, alguns grupos ja relataram a producdo de IFN-y nas PBMCs
cultivadas com PHA por pacientes com DMSM (De Jong, Altare et al., 1998; Caragol,
Raspall et al., 2003; Lichtenauer-Kaligis, De Boer et al., 2003; Moraes-Vasconcelos,
Grumach et al., 2005; De Boer, Van Dissel et al., 2008; De Beaucoudrey, Samarina et
al., 2010; Schejbel, Rasmussen et al., 2011; Ramirez-Alejo, Blancas-Galicia et al.,
2013; Schepers, Schandene et al., 2013). Como os pacientes com DMSM possuem uma
producdo de IFN-y quando estimulados com PHA, utilizamos lisado de BCG
(0,2mg/mL) como outro antigeno na cultura para auxiliar na caracterizacdo de
deficiéncia de producdo de IFN-y nesses pacientes.

As PBMCs de cada individuo foram cultivadas com lisado de BCG por 72h e
depois foram realizadas a quantificagdo de IFN-y nesses sobrenadantes em duplicata
(Figura 26). As PBMCs oriundas dos individuos controles produzem mais IFN-y do
que os pacientes com DMSM (Teste t unpaired; p= 0,0003) quando estimulados com
lisado por BCG por 72h. Interessantemente, os pacientes sem DMSM produzem niveis
iguais de IFN-y do que os pacientes com DMSM (Teste t unpaired; p= 0,0711) e

controles (Teste t unpaired; p= 0,9250). Entretanto é necessario destacar que ocorreu
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uma grande producdo de IFN- y pelo paciente 1668F que aumentou muito a média do

grupo.
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Figura 25. Producéo in vitro de IFN-y por PBMCs estimulados com PHA. PBMCs
dos pacientes com DMSM (3 individuos), sem DMSM (4 individuos) e controles (4
individuos) foram mantidos em cultivo com adi¢do de PHA (1mg/mL) por 72h. A
quantificacdo de IFN-y presente no sobrenadante do cultivo foi realizada por CBA em
duplicata. Os pacientes com reacdo adversa ao BCG com ou sem DMSM produzem

menos IFN-y do que os controles (p= 0,0247 e p= 0,0001 respectivamente).

A producdo da citocina inflamatoria IL-17A foi avaliada em PBMCs oriundas de
trés pacientes com DSMM, dois sem DSMM e 3 controles. As PBMCs dos individuos
controles produzem mais IL-17A do que os pacientes com DSMM (Teste t unpaired; p=
0,0419) quando estimulados com PHA por 72h (Figura 27). Nao existe diferenca entre
a producdo de IL-17A dos pacientes sem DMSM (Teste t unpaired; p= 0,0728) e
controles. Devido a média de producdo dos pacientes com e sem DMSM serem
equivalentes, as PBMCs dos pacientes com DMSM ndo diferem na producédo de IL-17A
do grupo dos pacientes sem DMSM quando estimuladas com PHA (Teste t unpaired; p=
0,9950). Um fator pode estar pesando nisso, o paciente 830F1 produz em média uma
quantidade maior de IL-17A (205 pg/mL) do que o0s demais pacientes.
Interessantemente, esse paciente também produz maiores quantidades de IFN-y e

apresenta a melhor clinica quando comparamos com 0S$ outros 2 pacientes com 0
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mesmo diagnostico de MSMD. Incluidos todos os pacientes analisados, a mediana de
producédo de IL-17A é de 40,12 pg/mL e 93,97 pg/mL para o0 grupo com e sem DMSM
respectivamente. E conhecido que a via IL-23 é prejudicada com a auséncia de
IL12RB1, onde os pacientes com a deficiéncia dessa proteina produzem
significantemente menores quantidades de células produtoras de IL-17 (Hoeve, Savage
et al., 2006; De Beaucoudrey, Puel et al., 2008; Hanna e Etzioni, 2011)

Figura 26. Producao In vitro de IFN-y por PBMCs estimulados com lisado de BCG
in vitro. PBMCs dos pacientes com DMSM (3 individuos), sem DMSM (4 individuos) e
controles (5 individuos) foram mantidos em cultivo com adicdo de lisado de BCG
(0,2mg/mL) por 72h. A quantificacdo de IFN-y presente no sobrenadante do cultivo foi
realizada por CBA em duplicata. Os pacientes com DMSM produzem menos IFN-y do

que os controles (p= 0,0003). Paciente 1668F representado pelo simbolo e.
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5.2.3 Quantificagdo da expressdo de IFNGR1 nas criangas com episddios
de reacdo adversa a BCG

A deficiéncia de IFNGR1 é a segunda maior causa de DMSM sendo responsavel
por 23,73% dos casos. A quantificacdo da expressdo ex vivo foi determinada apenas
para quatro pacientes com reacao adversa ao BCG, desses um DMSM (Figura 28). Esse
marcador se mostra muito sensivel na deteccdo de estimulacBes antigénicas causadas
por infeccBes por micobactéria e/ou infec¢des e vacinagdes virais (Figura 29). Assim
sendo, a melhor determinacdo da deficiéncia desse marcador é nas células em cultivo
estimuladas ou ndo com PHA. Com a anélise pos estimulo das células que ficaram em

cultivo in vitro, podemos determinar se a auséncia desse receptor € total ou parcial.
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Figura 27. Producéo in vitro 1L-17A por PBMCs estimulados com lisado de
BCG in vitro. PBMCs dos pacientes com DMSM (3 individuos), sem DMSM (2
individuos) e controles (3 individuos) foram mantidos em cultivo com adicdo de PHA
por 72h. A quantificacdo de IL17-A presente no sobrenadante do cultivo foi realizada
por CBA em duplicata. Os pacientes com reacdo adversa a vacina BCG produzem

menos IL17-A do que os controles. Paciente 830F1 representado pelo simbolo e.
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Figura 28. Histogramas representativos da quantificacdo de expressdo de IFNGR1
(CD119) no paciente 1212F diagnosticado com DMSM e no controle 301F.
Linfécitos do individuo controle 301F (A) e do paciente com DMSM 1212F (B)
mostram diferencas na expressdo de IFNGR1/CD119-PE (azul ou vermelho) em andlise
ex vivo. As porcentagens de células expressando IFNGR1 foram respectivamente
56,47% e 8,75%. Como controle isotipico foi utilizado o anticorpo mouse-lgG1-kappa-
PE (preto).
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Figura 29. Diferentes niveis de expressdo ex vivo de IFNGR1 (CD119+). Linfocitos
dos pacientes com reagdo adversa ao BCG ainda vigente (4 individuos), o que aumenta
a expressao desse marcador, e controles (3 individuos) apresentam diferentes niveis de

expressao de IFNGR1/CD119+. Paciente 1668F representado pelo simbolo e.

Esse marcador foi o ultimo a ser incorporado nesse estudo e por isso a avaliagcdo
da expressao de IFNGR1 (CD119+) pelas celulas apds estimulo in vitro das PBMCs por
72h com PHA, foi realizada em apenas 8 individuos (Figura 30). PBMCs do paciente
com DMSM 830F1 expressam niveis semelhantes aos controles apds o estimulo com

PHA quando comparado com individuos controles saudaveis.
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Figura 30. Diferenca na porcentagem de células que expressam IFNGR1 (CD119)
apos estimulo in vitro das PBMCs com PHA. PBMCs dos controles, dos pacientes
sem DMSM (1620F), e do paciente com DMSM (830F1) expressam diferentes niveis de
IFNGR1 ap0s 72h de estimulo com PHA. Paciente 1668F representado pelo simbolo e.

A deficiéncia de IFNGR1 pode ser total ou parcial, visto que mutacGes
dominantes podem estar presentes em pacientes que apresentaram reacdo adversa a
vacinacdo por BCG. Entretanto, os pacientes com deficiéncia parcial de IFNGR1,
carreadores de mutacdo dominante apresentam fendtipo clinico intermediario. Ao
contrario dos pacientes com deficiéncia completa de IFNGR1 cuja maioria possui dois

alelos recessivos (Bustamante, Boisson-Dupuis et al., 2014).

5.2.4 Avaliacdo da producéo de espécies reativas de O2-

O teste da oxidacdo da dihidrorodamina tem sido aplicado na rotina e todas as 5
criancas foram avaliadas quanto a producdo de espécies reativas de O2- em neutréfilos
de sangue periférico. Este teste é importante para determinar a capacidade dos
neutrofilos em produzir O2° e conseguintemente no diagnostico da Doenca
Granulomatosa Cronica, outra forma da MSMD. Todos 0s pacientes testados possuem
neutréfilos com capacidade de producdo dentro da normalidade de O2°. Os antigenos do
lisado de BCG, Mucina da Préstata Humana (PMA), lipopolissacarideo de E. Coli

(LPS), antigeno da C S. aureus e aglutinina de amendoim (PNA) foram utilizados como
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indutores de O2" dos neutrofilos. Mas a melhor resposta foi produzida pelo antigeno
PMA, o mesmo utilizado no artigo de referéncia do teste (Vowells, Sekhsaria et al.,
1995).

Cinco criangas, sendo uma com MSMD foram testadas e todas apresentaram
niveis normais de producdo de espécies reativas de O2- (Valor de referéncia >80%)
(Figura 31).

Os fagécitos sdo essenciais no controle da infeccdo e eliminacdo do BCG
(Arkhipov, Shkurupy et al., 2013). As mutagdes causadoras da Doenca Granulomatosa
Cronica podem ter padrdo de heranca autossémica recessiva ou ligada ao X. Mutacdes
nos genes cytochrome b-245 cadeia alpha (CYBA-16g24), neutrophil cytosolic factor 1
(NCF1-7911.23), neutrophil cytosolic factor 2 (NCF2-1g25) e neutrophil cytosolic
factor 4 (NCF4-22g13.1) possuem o padrdo de heranga autossomica recessiva, enquanto
que mutacdes no gene cytochrome b-245 cadeia beta (CYBB-Xp21.1) sdo ligadas ao
sexo (Koker, Camcioglu et al., 2013). Em aproximadamente 70% dos pacientes com
diagnostico confirmado de DGC a causa genética é por mutacGes no gene CYBB, que
codifica uma subunidade da NADPH oxidase (Di Matteo, Giordani et al., 2009; Koker,
Camcioglu et al., 2013). Portanto, o sexo masculino é predominante acometido pela
DGC. Em S&o Paulo, dos 40 pacientes com diagndstico confirmado por DGC 34 eram

do sexo masculino (Carneiro-Sampaio, Moraes-Vasconcelos et al., 2013).
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Figura 31. Histograma representativo do teste de Dihidrorodamina. Neutréfilos de
sangue periférico da amostra do paciente (1570F) demonstram capacidade em produzir
0O, (88,38%; valor de referéncia >80%). Amostra 1570F antes (A) e apds (B) estimulo
com PMA.
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5.2.5 Quantificacdo da expressao ex vivo de marcadores para outras células

do sistema imune

Amostras de sangue dos pacientes com reacdo adversa ao BCG e outras
micobacterioses também foram analisadas quanto a quantidade de linfocitos T CD8+
(CD45+CD3+CD8+) e T CD4+ (CD45+CD3+CD4+) (Figura 32). Os pacientes sem
DMSM possuem maiores quantidades de células T CD4+ do que os pacientes com
DMSM. Entretanto, essa diferenca ndo é estatisticamente significante (Teste t unpaired;
p= 0,1021). A menor idade, e a presenca de reacdo adversa ao BCG vigente no
momento da coleta tém que ser levada em consideracdo nos pacientes sem DMSM,
esses devem ser os fatores responsaveis pela maior quantidade de T CD4+. Os pacientes
com DMSM possuem maiores quantidade de T CD8+ do que os pacientes ssm DMSM,
mas ndo ha diferenca estatistica (Teste t unpaired; p= 0,4187). Devido a esse aumento, a
razdo CD4+/CD8+ dos pacientes com DMSM se mostra reduzida em relacdo aos
pacientes sem DMSM, mas sem significancia estatistica (Teste t unpaired; p= 0,2418).
As ceélulas T CD8+ sdo importantes no combate de infecgdes virais, micobacterioses e
tumores. Os pacientes com DMSM possuem dificuldades no “clearence” de infecg¢des
por micobactérias e salmonelas, por esse motivo, os niveis de linfécitos T CD8+ podem
estar aumentados.

Todos os pacientes sem DMSM também foram avaliados quanto a producédo de
outras células da resposta imune como linfocitos B (CD45+CD19+) e células NK
(CD56+CD16+) (Figura 33). Esses dados foram utilizados no auxilio da exclusédo de
outras imunodeficiéncias primarias. Todos os pacientes apresentaram niveis normais de
linfocitos B (CD45+CD19+) esperado para a idade. Os niveis de linfocitos B foram bem
variaveis (média 25,34 +10,99), mas isso € justificavel devido as diferencas nas idades
dos pacientes e estimulos no momento da coleta como: reacdo adversa ao BCG vigente

e recente vacinagéo.
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Figura 32. Diferenca na porcentagem de células T CD4+, T CD8+ e a razdo
CD4+/CD8+ em andlise ex vivo. Linfocitos dos pacientes sem DMSM (5 pacientes)
expressam mais T CD4+ do que os do grupo com DMSM (3 individuos) (A), entretanto
0s pacientes com DMSM possuem niveis aumentados de T CD8+ (B) e por esse motivo

menor razdo CD4+/CD8+ (C). Porem n&o ha significancia estatistica nessas correlacdes.
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Figura 33. Diferenca na porcentagem de linfocitos B (CD45+CD19+) e células NK
(CD16+/CD56+) em analise ex vivo. Linfécitos dos pacientes sem DMSM (5
pacientes) expressam niveis variaveis de linfocito B (CD45+CD19+) e de células NK
(CD16+/CD56+). O paciente 1286F (simbolo e), é o paciente mais velho (5 anos) do

grupo de pacientes sem DMSM (os demais sdo menores de um ano).
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5.2.6 Sequenciamento do gene IL12RB1

Todas os 8 individuos vivos com histérico de reacdo adversa ao BCG tiveram o
exon 1 do gene IL-72RB1 sequenciado. Nos individuos 830F1, 830F2 e 1212F foram
encontrados a mutacdo inédita ¢.21G>A (W7X) (Figura 34), enquanto seus pais sdo
heterozigotos. Essa mutacdo é um polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP) de G>A
(rs150172855) que acarreta na substituicdo do aminoacido triptofano por um sinal de
parada Stop Cddon. Nesses mesmos individuos foi observada uma baixa expressao de
IL-12RB1 ex vivo, e apds estimulo das PBMCs por 72h com PHA in vitro. E por esse
motivo, os individuos citados possuem baixa producdo de IFN-y apos estimulo com
PHA e auséncia da citocina nos sobrenadantes das PBMCs estimuladas com lisado de
BCG. Assim eles foram diagnosticados como portadores da DMSM. O paciente 1528F
faleceu em decorréncia de septicemia cujo agente provavel é a BCG. Amostras de DNA
dos progenitores do paciente 1528F foram coletadas pela Msc. Betina Ivana Terra
Azevedo. Os pais sdo heterozigotos para a mutacdo c.21G>A. Como a deficiéncia de
IL-12RB1 é uma doenca recessiva, 0 paciente 1528F tem um diagndstico post-mortem
clinico de DMSM.

No total, amostras de 18 individuos tiveram o exon 1 do gene IL-/2Rp1
sequenciados. Dentre eles: 8 pacientes com reacdo adversa ao BCG, 3 controles e 7
parentes dos pacientes com DMSM. Um individuo saudavel apresentou heterozigose
para 0 SNP rs436857, esse SNP estd localizado 2 nucleotideos antes do inicio da
transcricdo do gene IL-712Rp1 (regido 5> UTR), existem diversos estudos de associagdo
desse SNP com suscetibilidade a tuberculose (Park, Kwon et al., 2008; Lopez-Isac,
Bossini-Castillo et al., 2014).
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5.2.7 Sequenciamento dos genes IFNGR1 e IFNGR2

Todos os 7 exons do gene IFNGR1 e os exons 2 e 3 do gene IFNGR2 foram
sequenciados em amostras cujos niveis de IFNGR1 se mostraram reduzidos. O método
e iniciadores desenvolvidos pela Msc. Betina Terra foi utilizado para o sequenciamento
dos genes alvos (Azevedo, 2004). (Figura 35).

A amostra 1668F foi prioridade para o sequenciamento do gene IFNGR1 porque
apresentou expressdo de IFN-y normal para células estimuladas com PHA e elevada
quando estimulada com lisado de BCG. Entretanto tanto ex vivo quanto apds estimulo
com PHA in vitro, as células do paciente tiveram uma expressdo parcial de IFNGRL.
Como historico clinico, ele teve uma septicemia sem isolamento do agente nos
primeiros dias de vida e dois meses apds tomar a vacina BCG apresentou uma reacao
adversa com linfadenite axilar ndo supurativa. A expressao parcial de IFNGR1 (OMIM
# 107470) tem sido citada em alguns pacientes com reagédo adversa ao BCG, entretanto,
0 paciente ndo apresenta mutacdes a nivel de DNA quando coparado com a amostra de
referéncia (Figura 36 e 37).

A amostra de DNA da paciente 1620F também teve os éxons de IFNGRL1 e de

IFNGR2 sequenciados. Entretanto nenhuma mutacgéo foi encontrada nas sequéncias.
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Figura 34. Sequenciamento de DNA revela mutagdo ¢.21G>A (c.21C>T, W7X) no
gene IL12RB1. Esquema demonstrativo da mutacdo em heterozigose na amostra de
DNA do pai dos pacientes 830F1 e 830F2 (C/T), presenca da homozigose para o alelo T
no paciente com DSMM 1212F e a homozigose para o alelo selvagem C em um

individuo controle.
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Figura 35. Produtos de PCR de éxons dos genes IFNGR1 e IFNGR2. 1: marcador de
DNA,; 2: Exon 1 do gene IFNGR1; 3: Exon 2 do gene IFNGR1; 4: Exon 3 do gene
IFNGR1; 5: Exon 4 do gene IFNGR1; 6: Exon 5 do gene IFNGR1; 7: Exon 6 do gene
IFNGR1; 8: Exon 7 do gene IFNGR1; 9: Exon 2 do gene IFNGR2; 10: Exon 3 do gene
IFNGR2. Gel de agarose 1% corado com GelRed.
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Figura 36. Sequenciamento de DNA para o exon 4 do gene IFNGR1 do paciente
1667F. Eletroferograma demonstrativo do sequenciamento do exon 4 do gene IFNGR1

na amostra do paciente 1667.
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amostraH GKTGGSASRRSSCYTTTAAYWWMYCTCCTCCTTCCCCAGGAAAAATTGGACCACCTAAAC
referencia ~  -—-----------—m—————————— CTCCTCCTTCCCCAGGAAAAATTGGACCACCTAAAC

Rk kb bk Sk b b b b b b kb kb b S b b b h ki i

amostraH TGGATATCAGAAAGGAGGAGAAGCAAATCATGATTGACATATTTCACCCTTCAGTTTTTG
referencia TGGATATCAGAAAGGAGGAGAAGCAAATCATGATTGACATATTTCACCCTTCAGTTTTTG

R R IR E E dE E h h E h E kb h kb h b JE E E dE E E b b E h E E b h dh h b h b b b b E E b b h b 3h b b dE E b h b

amostraH TAAATGGAGACGAGCAGGAAGTCGATTATGATCCCGAAACTACCTGTTACATTAGGGTGT
referencia TAAATGGAGACGAGCAGGAAGTCGATTATGATCCCGAAACTACCTGTTACATTAGGGTGT

R IRk E dE E h h E kb b b b b JE E E dE E E E b E h E E b E h dh b JE h b b b dh E b bk h kb b b b 3k b i

amostral ACAATGTGTATGTGAGAATGAACGGAAGTGAGGTATGTGTTTCACATTTTTCATAATGGA
referencia ACAATGTGTATGTGAGAATGAACGGAAGTGAGGTATGTGTTTCACATTTTTCATAATGGA

ER R R R R R R R R I R R R R R R R R R R R R R R R E E R R R E I

amostral AATTCTTGTGTAGCTAGCAAAAGTTGTTCCTTTCTGTAGTGTAATGAAAATAGGATGCTT

referencia AATTCTTGTGTAGCTAGCAAAAGTTGTTCCTTTCTGTAGTGTAATGAAAATAGGATGCTT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

amostraH ATAAATATTCAAGCAAGACTCACAGATCAWAAAWA
referencia ATAAATATTCAAGCAAGACTCACAGATCA--————

R R R R R R R R R R

Figura 37. Alinhamento do exon 4 do gene IFNGR1 do paciente 1667F com a
sequéncia referéncia. A amostra amplificada e sequenciada do paciente 1667F para o
exon 4 do gene IFNGR1 ndo apresentou mutacdes quando comparadas por alinhamento

com a sequéncia de referéncia NC_018917.2.
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5.3 Caracterizagdo da DMSM nos pacientes com a mutacéo c.21G>A

5.3.1 Determinacéao da frequéncia da mutacéo c.21G>A

Para a determinacdo da frequéncia da mutacdo c.21G>A no gene ILI2Rp1,
iniciadores marcados com fluorocromo (FAM-6) foram desenhados com o objetivo de
amplificar a regido contendo a mutacdo. Apds a amplificagdo da regido alvo, os
produtos de PCR foram digeridos pela enzima de restricdo Ddel (RFLP-QF-PCR), que
corta 0 amplicom na presenca do alelo mutante A. Assim de acordo com a andlise in
silico na presenca do alelo mutante A, o eletroferograma apresentara um alelo de 113pb,
enquanto que na presenca do alelo selvagem a digestdo ndo ocorre e ha a presenca do
alelo 229ph. Entretanto, experimentalmente, a enzima Ddel digere o amplicom dos
alelos nao portadores da mutacdo ¢.21G>A em 29pb (Figura 38), essa digestdo ndo foi
encontrada pelo programa in silico online NEBcutter V2.0
(http:/itools.neb.com/NEBcutter2/). Por esse motivo, adicionamos a técnica
minissequenciamento de unico nucleotideo para a confirmacgdo da mutacdo c.21G>Ae 0

sequenciamento Sanger nas amostras com a presenca (figura 39).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 D 95 100 105 110 115 120 125 130 13§ 140 146 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235

WX + ] [ WX - |
367M WTXI0-1-14-2-. M.f53 11 Yellow 367MW7X

A " =

9350 200 00
54769

Figura 38. Eletroferograma representativo da genotipagem da mutacgdo c.21G>A
do gene IL-12RpI por RFLP-QF-PCR. A amostra de DNA do individuo 367M
apresentou um amplicom (A) com 98pb (15pb a menos do que o previsto) e um segundo

amplicom (B) com reducéo de 30pb (200pb) e por isso € heterozigoto ¢.21G/A.
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Figura  39. Eletroferograma  representativo da  genotipagem  por
minissequenciamento de Unico nucleotideo da mutacao ¢.21G>A do gene ILI2Rp1.
DNA da amostra 367M é heterozigota para a mutagdo c.21G>A pois no eletroferograma
gerado pelo minissequenciamento de Unico nucleotideo (SNaPshot) apresentou dois
alelos: um em preto G (guanina) e outro de vermelho A (adenina).

A genotipagem da mutagéo c.21G>A foi realizada em 227 individuos aleatorios
pelo método (RFLP-QF-PCR), um individuo apresentou a mutacdo c.21G>A em
heterozigose. A amostra desse individuo foi analisada também por
minissequenciamento de Unico nucleotideo para a mesma mutagdo e por
sequenciamento Sanger do exon 1 do gene I/LI2Rp1. Todas as técnicas confirmaram a
mutacéo e, portanto, a frequéncia observada do alelo mutante A da mutagédo c.21G>A é
0,002 enquanto a frequéncia esperada € de 0,004. E a taxa de heterozigose da mutagéo
.21G>A é de 0,4%.
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5.3.2 Rastreio da origem da mutagéo c.21G>A

Na Regido Norte Fluminense, 5 familias com a mutacdo c.21G>A foram
encontradas (830, 1212, 1528, 367 e 1692). Devido a mutacdo ¢.21G>A ser inédita na
regido, é possivel que essa mutacdo tenha sido introduzida por um ou poucos individuos
que deixaram muitos descendentes na regido Norte Fluminense. Isso explicaria a
presenca de 4 pacientes com DMSM que é uma doenca muito rara (frequéncia esperada
de 1/1.000.000)

A fim de caracterizar se as familias portadoras da mutacdo possuem um mesmo
ancestral em comum, utilizamos o website UCSC genome bioinformatics
(http://genome.ucsc.edu/) para encontrar haplétipos de SNP localizados no gene
IL12RB1. Nesse site encontramos 8 SNPs (Tabela 2) que formam 23 haplotipos. A
frequéncia desses haplotipos na populagdo mundial (Africana, Mixe-Americana,
Asiética e europeia) varia de 66,6% a 0,05% (Tabela 3). Alguns desses hapldtipos séo
caracteristicos de determinada populacéo, por exemplo, os haplétipos H5, H8, H9, H11,
H13, H20 e H22 sdo quase que na totalidade exclusivos da populagédo africana e seus
descendentes; enquanto que os haplotipos H3 e H17 sdo exclusivos da populacédo
Europeia. Estes haplotipos podem fornecer, entdo, importantes informacdes sobre a
ancestralidade da populagcdo. Considerando o histérico recente de miscigenacdo da

populacdo brasileira, os haplotipos também sdo relevantes em estudos de Antropologia

Genética.

Tabela 2. SNPs no gene IL-72Rf1 alvos do estudo.

Nome  dbSNP? Alelos® Consequéncia Posicdo® MAF®
SNP1 rs436857 C>T UTR 5 0,1276
c.21G>A rs150172855° G>A Stop-gain éxonl -
SNP2 rs17887176 C>T Missense éxon4  0,0114
SNP3 rs147215816 G>A Missense éxon5  0,0076
SNP4 rs11575926 G>A Missense éxon6  0,0559
SNP5 rs11575934  A>G Missense éxon8  0,2294
SNP6 rs375947 T>C Missense éxon 11 0,2686
SNP7 rs401502 G>C Missense éxon 11 0,2516
SNP8 rs11575935 G>A Missense éxon 14 0,0196

® Nimero de identificagdo rs no banco de dados de SNP do NCBI (dbSNP) (Sherry,
Ward et al., 2001).

P Mudanca de nucleotideos de acordo com a sequéncia ENSG00000096996.

¢ Posicdo do SNP no transcrito ENSG00000096996.

¢ Frequéncia alélica do alelo variante disponivel no dbSNP (Sherry, Ward et al., 2001).
® SNP do polimorfismo ¢.21G>A no gene ILI12Rp1.
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A genotipagem dos 8 SNPs foi realizada por SNaPShot (Figura 40). Todos 0s
pais dos pacientes genotipados carregam o mesmo haplétipo H1 (5 cromossomos). Os
trés pacientes carregam apenas 0 mesmo haplétipo H1 em homozigose. Na amostragem
populacional, o Unico cromossomo (1/454) com a mutacdo possui esse haplétipo. A
ocorréncia da mutacdo inédita c.21G>A no mesmo hapl6tipo em individuos sem
parentesco direto indica que a mutagéo foi inserida na populagdo local a partir de um

Unico individuo, caracterizando o efeito fundador.
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Tabela 3. Possiveis haplétipos a serem obtidos com a genotipagem dos SNPs no gene IL-72Rp1 alvos do estudo.

Haplétipo Homozigose Distribuicao entre os grupos majoritarios SNPs
% % Africanos % Mixe-americanos %  Asidticos % Europeus % SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8
H1 66.6 44.1 22.5 18.9 23.2 35.4 P P A R Q M G A
H2 12.7 2.29 9.7 11.9 42.2 36.1 P P A R R T R A
H3 6.36 0.18 1.44 17.3 0.72 80.6 L P A H R T R A
H4 4.30 0.18 9.6 9.6 61.7 19.1 L P A R R T R A
H5 2.79 0.46 82.0 115 1.64 4.92 L P A R Q M G A
H6 1.56 0.09 324 0 67.6 0 P P A R R T R T
H7 1.19 0 0 3.85 96.2 0 P P T R Q M G A
H8 1.19 0 88.5 7.69 0 3.85 P P A R Q T G A
H9 0.92 0 85.0 15.0 0 0 P S A R Q T R A
H10 0.82 0 61.1 111 16.7 111 P P A R Q T R A
H11 0.27 0 100.0 0 0 0 L P A R Q T R A
H12 0.23 0 0 60.0 40.0 0 P P A R R M G A
H13 0.18 0 100.0 0 0 0 L P A R Q T G A
H14 0.18 0 50.0 0 0 50.0 P S A R Q M G A
H15 0.14 0 0 0 100.0 0 L P A R R T R T
H16 0.14 0 0 33.3 0 66.7 P P A H R T R A
H17 0.09 0 0 0 0 100.0 L S A H R T R A
H18 0.09 0 0 50.0 0 50.0 L P A H R M G A
H19 0.09 0 50.0 50.0 0 0 P P A R R T G A
H20 0.05 0 100.0 0 0 0 P S A R R T R A
H21 0.05 0 0 0 100.0 0 P P A R Q T R T
H22 0.05 0 100.0 0 0 0 L P A R R M G A
H23 0.05 0 0 0 100.0 0 P P A R Q M G T
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A andlise computacional, realizada pelo aluno de iniciag¢do cientifica da FMC
Vladimir Gomes Alves Janior, utilizou 8 SNPs citados anteriormente mais trés SNPs
(rs845381, rs3833286 e rs3746190) no gene IL12RB1. Nos 5008 haplétipos do projeto
1000 Genomas, a frequéncia global do hapl6tipo compartilhado pelas criancas
homozigotas para a mutacdo c.21G>A é 8,42% (422/5008), com a seguinte distribuicdo:
154 individuos da Asia, 122 da Africa, 80 da Europa e 66 da América. Considerando o
historico de miscigenacdo da regido Norte Fluminense, é provavel que a origem do

haplotipo seja Africana ou Europeia.

rs17887176 rs11575926 rs401502

rs436857 rs11575934 rs11575935

rs147215816 rs375947

Figura  40. Eletroferograma  representativo da  genotipagem  por
minissequenciamento de Unico nucleotideo dos 8 SNPs alvos no gene ILI2RSI.
DNA da amostra do paciente 1212F é homozigoto para todos os SNPs genotipados,

caracterizando o haplétipo carreador da mutacao ¢.21G>A do gene IL12RB1.
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5.3.3 Duffy

O SNP rs2814778 localizado no gene ACKR1 é responsavel pela producao da
proteina Duffy (do grupo sanguineo Duffy). O alelo C é exclusivo da populacéo
africana e muito frequente em popula¢des afrodescendente, enquanto que o alelo T é o
alelo ancestral europeu. Através do ensaio de minissequenciamento e confirmado por
sequenciamento Sanger (Figura 41), os trés individuos com DMSM e todos os 9
portadores em heterozigose da mutagcdo c.21G>A sdo homozigotos para o alelo de

ancestralidade europeia rs2814778-T.
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Figura 41. Sequenciamento de DNA para identificacdo do SNP rs2814778 em
amostra do paciente 1212F. Eletroferograma demonstrativo do sequenciamento da
regido 5’UTR do gene ACKR1 (Duffy) para identificacdo do alelo rs2814778-A

(sequenciamento realizado na fita anti-sentido) na amostra do paciente 1212F.
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6. Discussao

Recentemente, o Ministério da Saude divulgou os dez sinais de alerta para a
imunodeficiéncia priméaria destacando a importancia de se acompanhar melhor
pacientes com histérico de BCGite/BCGose (Saude, 2013). Os 12 sinais de
imunodeficiéncia primaria em criangcas com menos de 12 meses de vida so: infecgdes
fungicas, virais e/ou bacterianas persistentes ou graves; reacdo adversa a vacinas de
germe vivo, em especial BCG; diabetes mellitus persistente ou outra doenga autoimune
e/ou inflamatdria; quadro sepse-simile, febril, sem identificacdo do agente infeccioso;
infeccOes cutaneas extensas; diarréia persistente; cardiopatia congénita; atraso na queda
do coto umbilical; histéria familiar de imunodeficiéncia ou de &bitos precoces por
infeccdo; linfocitopenia, ou outra citopenia, ou leucocitose sem infeccdo, persistentes;
hipocalcemia com ou sem convulsdo e auséncia de imagem timica ao raios-X do torax.

Considerando a taxa bruta de natalidade (2010) de 15 por mil habitantes/ano,
cerca de 3 milhGes de doses de BCG seriam aplicadas anualmente, sendo 2.500 dessas
em portadores de alguma Imunodeficiéncia Primaria. E menos que uma a cada milh&o
de criancas vacinadas desenvolvem a doenca disseminada severa causada por BCG
(Grange, 1998). Acreditamos que as Imunodeficiéncias Primarias deva ser muito mais
frequentes do que o estimado, e que as criangas que apresentaram eventos adversos
severos ao BCG e/ou infeccdo por micobactéria atipica representam um estrato
populacional importante para o rastreio epidemioldgico dessas doencas.

Portanto, essa pequena coorte € singular e importante, visto que nenhum
acompanhamento especifico que visa a investigacdo de imunodeficiéncia primaria €
realizada nesses pacientes. E, portanto, as DMSM ou DGC séao sub-notificadas.

Das reacOes adversas mais comuns, o abscesso é o mais frequente. Em um
estudo na Franca, o abscesso foi visto em 60 criancas (2,46%), sendo necessario 0
manejo cirdrgico em duas criancas. Entretanto, nenhum caso de adenite foi observado
(Dommergues, De La Rocque et al., 2009).

A paciente com reacdo adversa a vacina BCG 1635F é um retrato do erro na
dose e manuseio vacinal. Mesmo aqui no Brasil, onde na ampla maioria dos casos sao
enfermeiras com treinamento e experiéncia que aplicam a vacina BCG, erros na
aplicacdo da vacina acontecem. Na Franca, onde é o clinico ou o pediatra que aplica a
vacina, existem maiores indices de erros na aplicagdo da vacina BCG. No estudo de

Dommergues e colaboradores (2009), o local de injecdo da vacina foi correto (parte
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superior externa do braco) em 72,1%, na parte interna do braco 21,6%, no antebraco
5,9% e em outro local em 0,5%. A dose recomendada foi correta em 73,4% dos casos,
enquanto que 23,2% das criancas vacinadas foram subdosagem e 3,5% superdosagem
(Dommergues, De La Rocque et al., 2009). Ou seja, 30,4% das criangas ndo foram
corretamente vacinadas (fora do masculo deltoide ou fora da dose) (Dommergues, De
La Rocque et al.,, 2009). Nesse mesmo estudo, a reacdo adversa a vacina BCG,
caracterizada por um diametro superior a 10mm em crianc¢a vacinada, aconteceu em 433
criancas (17,8%). Destas, 30,2% foram em criangas que receberam doses maiores do
que o recomendado de BCG.

Dois pacientes tinham historico familiar de outras micobacterioses como
tuberculose (paciente 1635F) e hanseniase (paciente 1286F). O paciente 1286F teve
reacdo adversa ao BCG na segunda dose, como profilaxia de exposicdo a hanseniase.
Em escolares do Brasil, onde hd uma década a segunda dose era recomendada, a
estimativa foi de ocorréncia de 1 evento adverso (linfadenopatia local) a cada ~2.500
mil doses aplicadas do BCG (Dourado, Rios et al., 2003).

Dois outros pacientes (1668F e 1692F) vinham de historia prévia de internacéo
hospitalar sendo um com septicemia confirmada antes do diagndstico de reacao adversa
a vacina BCG. Esses quadros chamam a atencdo para imunodeficiéncia primaria.
Entretanto, os pacientes ndo possuem nenhuma deficéncia que comprometa o nimero de
linfocitos T, B e células NK, bem como possuem capacidade preservada na producao de
IFN-y e espécies reativas de oxigénio. O paciente 1668F possui uma redugdo na
expressdo do receptor 1 de IFN-y. Entretanto, pelas analises prévias, sem presenca de
mutacdo em nivel de DNA. A disfuncdo ou reducdo de neutréfilos € um fendbmeno
presente em algumas imunodeficiéncias primarias e pode ser transitéria. Esses pacientes
ainda estdo sob investigacdo para imunodeficiéncias primarias mais ténues como a
deficiéncia de anticorpos e a deficiéncia transiente de anticorpos na infancia que tem
sido associadas a reacdo adversa ao BCG (Lynch, O'loughlin et al., 2012).

Esse projeto visou, através da imunofenotipagem e sequenciamento de genes
alvos, auxiliar na investigacdo das imunodeficiéncias primarias associadas aos efeitos
adversos da vacinacdo com BCG. A utilizacdo dessas ferramentas aperfeicoa o
diagnodstico definitivo de DMSM e da DGC, bem como melhora o prognostico dos
pacientes. No Brasil, o diagndstico laboratorial da DGC e DSMM néo é fornecido pelo

Sistema Unico de Salde e as analises sdo realizadas em laboratérios de centros de
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referéncia das grandes capitais (Carneiro-Sampaio, Moraes-Vasconcelos et al., 2013).
Para a DGC, é necessaria a medicdo do perdxido de hidrogénio produzido pelas células
fagocitarias (Richardson, Ayliffe et al., 1998). Para a DSMM, deve-se averiguar a
expressao das proteinas envolvidas na via IL12-IFNy (Moraes-Vasconcelos, Grumach et
al., 2005; Luangwedchakarn, Jirapongsaranuruk et al., 2009). Entretanto, o diagndstico
clinico é possivel e muitas vezes é a base para 0 encaminhamento dos pacientes para
centros de investigacdo de imunodeficiéncias primarias a fim de se confirmar os
achados clinicos. A investigacdo por imunofenotipagem ou sequenciamento de genes
alvos esclarece dentro de uma doenca complexa como DMSM qual ¢ a molécula
ausente ou disfuncional e assim quais s&o as alternativas clinicas no acompanhamento
do paciente. O diagndéstico precoce de DMSM e DGC propicia um melhor manejo e
acompanhamento dos pacientes, com a utilizacdo profilatica de antibioticos ou
transplante de medula 6ssea. Em infecgfes mais graves, 0s pacientes podem utilizar
antibioticos por longos periodos e/ou IFN-y ex6geno (De Beaucoudrey, Samarina et al.,
2010).

Na nossa coorte, 0s pacientes com historico de reacdo adversa ao BCG vacinal
produzem menores quantidades de IFN-y do que os controles. Entretanto, os pacientes
com DSMM apresentaram menor expressdo de IL-12RB1 e IFN-y do que os pacientes
sem DSMM. Assim sendo, o fendtipo observado de reducdo de IL-12RB1 e IFN-y
reafirma a condicdo diagndstica. Os pacientes 830F1 e 830F2 tinham antes da
confirmacdo da deficiéncia de IL-12RB1 o diagndstico de imunodeficiéncia primaria.
As hipoteses diagnosticas eram a sindrome de Hyper-Ig e a DMSM. Com a
investigacdo molecular, foi descoberta a mutacdo ¢.21G>A no gene IL12RB1 e
posteriormente a reducdo da expressdo da proteina IL-12RB1 em PBMCs estimuladas
com PHA. A implantacdo aos poucos dessas ferramentas investigativas permitiu
utilizacdo para outros casos e na presente data esse projeto contribuiu para o diagnostico
precoce do caso 1212F e o diagndstico post-mortem do caso 1528F.

Os quatro pacientes com DMSM (830F1, 830F2, 1212F e 1528F) tém em
comum histérico de reacdo adversa ao BCG. Entretanto, cada paciente apresentou
outras caracteristicas da DMSM. O paciente 1528F foi a 6bito por septicemia sendo a
BCG, o provavel agente etiologico. O paciente 830F1 teve aos 13 anos diagndstico de
histoplasmose apds adenopatias cervicais e febre com uma recidiva aos 18 anos. O

paciente 830F2 teve aos 8 anos de idade infeccdo por Salmonella choleraesuis que



59

culminou em septicemia com resseccdo do baco. O paciente mais novo (1212F),
apresentou recidiva da reacdo adversa a BCG apds 4 meses do fim do primeiro
tratamento e aos 4 anos vasculite leucocitoclastica, sendo uma infecgdo extra intestinal
por Salmonella o provavel agente.

Os trés pacientes vivos tem em comum também a elevacdo nos niveis de IgE
mesmo sem sintomas de dermatite atopica e doencas alérgicas. Niveis elevados de IgE
foram vistos em outros casos (Altare, Durandy et al., 1998; Caragol, Raspall et al.,
2003; Carvalho, lazzetti et al.,, 2003; Moraes-Vasconcelos, Grumach et al., 2005;
Luangwedchakarn, Jirapongsaranuruk et al., 2009), entretanto ndo é patognoménica.
Adicionalmente, ndo existem evidéncias de que os pacientes com DMSM tenha uma
resposta Th, Exacerbada (Doffinger, Jouanguy et al., 1999).

Mesmo com uma reducdo na capacidade de produzir IL-17A, os pacientes
homozigotos para a mutagdo c.21G>A no gene IL12RB1 ndo apresentaram até o
momento infecdo por Candida. Infecgdes fungicas tém sido recentemente
correlacionadas com a deficiéncia de IL-12RpB1 (Lilic, 2012). Devido a auséncia da via
IL-23, esses pacientes possuem uma menor geracdo de células Thl7, e
consequentemente mais dificuldade em controlar infec¢des fungicas (Conti, Shen et al.,
2009; Hanna e Etzioni, 2011). A Candida é o género com maior frequéncia nos relatos
de caso. Na revisdo dos casos publicados, 36 (19,25%) dos casos registraram infeccdes
por Candida.

A maioria dos pacientes diagnosticados com DMSM, cujo defeito é na proteina
IL12RpB1, apresentou auséncia total de expressdo da mesma (Al-Muhsen e Casanova,
2008). Entretanto, na literatura ja foram descritos casos em que 0s pacientes apresentara
a expressao de IL-12RpB1 intracelularmente (Van De Vosse, Ottenhoff et al., 2010), na
membrana celular com funcionalidade parcial (Ramirez-Alejo, Blancas-Galicia et al.,
2013) ou sem funcionalidade (Fieschi, Bosticardo et al., 2004; Scheuerman, De
Beaucoudrey et al., 2007; Vinh, Schwartz et al., 2011).

A mutagdo ¢.21G>A ndo erradica a expressdo da proteina IL12Rp1, entretanto a
producdo da citocina IFN-y é extremamente reduzida e 0s pacientes apresentaram
infeccBes tdo graves quanto os pacientes com auséncia de expressdo do receptor da
cadeia B1 da citocina IL-12.

O sequenciamento de genes alvos ou do exoma tem revelado diversas mutagoes

novas com potenciais patogénicos. Entretanto, nem toda mutacdo com potencial
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patogénico é realmente patogénica (Narasimhan, Hunt et al., 2016). Na atualidade,
diversos grupos de pesquisa médica tém a sua disposicdo a op¢do de sequenciamento do
genoma do paciente com uma determinada suspeita clinica. Exomas ou sequenciamento
de um ou mais genes, de acordo com um painel de pesquisa investigativo, podem trazer
como resultado mutacgdes presentes ou ndo no banco de dados 1000 genomas em um
paciente com historico clinico de doenga rara, como foi o0 caso da mutacdo c.21G>A no
gene IL12RB1 nos 3 pacientes da regido Norte Fluminense. Ha a necessidade de uma
cautela na interpretacdo das mutacdes. Um exemplo recente foi a pesquisa de Palamaro
e colaboradores (2012), que identificaram o variante R156H (rs11575926) no gene
IL12RB1 em um paciente sem historico de infeccdo por micobactéria, mas com
recorréncia de broncopneumonia e IgE elevado. De acordo com o grupo, essa mutacao
que ndo foi encontrada em outros 50 individuos seria uma mutacdo patogénica
causadora de imunodeficiéncia priméaria por deficiéncia de IL-12RB1 (Palamaro,
Giardino et al., 2012). Entretanto, uma carta do editor escrita por Bustamante e
colaboradores (2013) levantou questionamentos a pesquisa e diagnostico provando que
o variante R156H ndo é uma mutacdo patogénica. Para isso, o grupo utilizou dados
populacionais ja publicados no banco de dados do NCBI e verificou que a mutacao
possui frequéncia de 11 a 15% entre europeus e norte americanos. O grupo realizou um
estudo funcional provando que a mutacdo R156H n&o alterava a producdo de IFN-y em
células modificadas, concluindo que o variante descrito erroneamente pelo grupo de
Palamaro era apenas uma mutacdo benigna. Eles ainda realizaram um estudo
computacional com programas de predicdo dos efeitos da variagdo na estrutura da
proteina IL-12RB1 (Van De Vosse, Van Dissel et al., 2013).

Por isso, 0 sequenciamento por si sO ndo possui robustez na associacdo de
determinada mutacdo nova com doenca rara. Para isso, outras ferramentas incluindo os
estudos com imunofenotipagem vem a contribuir na comprovacao do envolvimento da
mutacdo nova na doenca rara. Bustamante e colaboradores utilizaram trés ferramentas
para determinar se determinada mutacao é patogénica ou ndo. A busca e investigacao da
presenca e frequéncia da mutacdo nos bancos de dados populacionais (1000 genomas e
EXAC por exemplo) foi uma das ferramentas, além de utilizar uma investigacdo
funcional e por ultimo programas de predicdo dos efeitos da variacdo na estrutura da
proteina. A interpretacdo da mutacédo foi realizada de acordo com o Colégio Americano

de Genética Médica e Gendmica (CAGMG) que classifica as variagdes em cinco
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categorias baseadas em alguns critérios que ddo informacdes sobre a variagdo como
estudos populacionais, computacionais, funcionais e informacdo de segregacdo. O
CAGMG estratifica as mutagdes em cinco categorias de acordo com os resultados
alcangados nos cinco critérios: patogénica, provavelmente patogénica, significancia
incerta, provavelmente benigna e benigna (Richards, Aziz et al., 2015). Portanto, para
se evitar o diagnostico incorreto ou a valorizacdo de determinada mutacdo é necessario
cautela principalmente nas mutacdes que ocasionam troca de aminoécido.

De acordo com os critérios da CAGMG, a mutagdo ¢.21G>A no gene IL12RB1 é
classificada em evidéncia forte de patogenicidade (PVS1). O primeiro argumento é que
em estudos populacionais, a mutagdo c.21G>A é rara. Na regido Norte Fluminense, a
mutacdo ocorre em 1 a cada 454 cromossomos (frequéncia alélica de 0,0022). Todos 0s
carreadores da mutac&o vivem em uma regido de 60km>. A mutacdo ndo foi encontrada
em 60,706 individuos ndo relacionados do banco de dados EXAC (Lek, Karczewski et
al., 2015); em 104,220 Islandeses (Sulem, Helgason et al., 2015); em 6,503 individuos
do NHLBI GO Exome Sequencing Project, em 3,222 Britanicos adultos de origem
paquistanesa (Narasimhan, Hunt et al., 2016). Entretanto, no banco de dados NCBI
dbSNP, o Instituto de J. Craig Venter relatou a mutacdo c¢.21G>a no gene IL12RB1 em
1 de 2,056 cromossomos (frequéncia alélica de 0,0005; 4,4 vezes mais rara do que no
Norte Fluminense). O individuo portador da mutacdo c.21G>A relatado no banco
dbSNP é de descendéncia alemad e é geneticamente caracterizado como caucasiano
(Louvain De Souza, Fernandes et al., 2016). Ele compartilha o haplétipo
CACCAGTCCGG (Fita positiva) que é compartilhado pelas trés criancas vivas na
regido Norte Fluminense diagnosticadas com a deficiéncia de IL-12RB1 e também pelos
outros individuos portadores da mutacdo ¢.21G>A. Esse haplotipo, que possui 27,3kb
de comprimento ao longo do gene IL12RB1 é composto pelos SNPs rs3833286,
rs3746190, rs11575935, rs401502, rs375947, rs845381, rs11575934, rs11575926,
rs147215816, rs17887176, rs436857.

O segundo argumento é que a mutacdo identificada na regido Norte Fluminense
diminui significativamente a expressdo ex vivo e in vitro da proteina IL-12Rp1 apenas
nas crian¢as homozigotas para a mutacdo, e apenas nessas criancas a atividade de IL-
12RpB1 é alterada apresentando redugdo na expressdo de INF-y quando as células sdo
estimuladas com PHA e lisado de BCG, bem como também a reducéo na producéo de
IL-172 nas células PHA-blast. O paciente 830F1 produz >4.000 pg/mL de IFN-y em
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celulas estimuladas com PHA, niveis proximos dos controles ao contrario do que é visto
em seu irmao mais novo 830F2 e no outro paciente 1212F. O paciente 830F2 é o
paciente com a melhor clinica quando comparado com os demais pacientes. Entretanto,
niveis aumentados de IFN-y em niveis proximos do controle ou até em niveis maiores
do que o controle foram vistos em outros pacientes com deficiéncia de IL-12Rf1 (De
Jong, Altare et al., 1998; Caragol, Raspall et al., 2003; Lichtenauer-Kaligis, De Boer et
al., 2003; Moraes-Vasconcelos, Grumach et al., 2005; Ramirez-Alejo, Blancas-Galicia
et al., 2013; Schepers, Schandene et al., 2013).

O terceiro argumento é que a mutacdo c.21G>A (nonsense, stop-codon) de
acordo com um estudo computacional com o programa de predi¢do Splice Finder cria
um ESS (silenciamento de uma regido aceptora de Splice), uma regido aceptora de
Splice e uma doadora, que possui um efeito potencialmente deletério no splicing do
RNA, envolvendo um mecanismo de parcial in-frame no exon 1. Entretanto, esses
achados in silico ndo foram confirmados pelo nosso estudo devido a dificuldades de
amplificacdo desse segmento nos cONASs provenientes de PHA-Blast.

Sendo assim, dos nove casos com reacdo adversa ao BCG investigados, quatro
foram diagnosticados com DMSM (44,4%), e nenhum caso foi diagnosticado com
DGC. A prevaléncia da mutacdo ¢.21G>A no gene IL12RB1 fez com que essa regido
tivesse um numero maior de casos com uma imunodeficiéncia rara que ¢ a DMSM
(1/1.000.000). Entretanto, ndo foi observada na nossa pequena coorte a DGC que tem

uma maior frequéncia estimada (1/100.000).
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7. Concluséao

Essa tese descreve pela primeira vez a mutacdo inédita c.21G>A no gene
IL12RB1 em pacientes com reacdo adversa a vacina BCG diagnosticados com DMSM
no Norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Também de forma inédita descreve a
presenca da proteina IL-12RB1 na superficie de linfécitos estimulados com PHA em
pacientes com homozigose para uma mutagdo predita STOP-Codon no gene IL12RB1.
A partir da implantacdo de uma plataforma de diagndstico de Imunodeficiéncias
Priméarias os pacientes com DMSM puderam contar com aconselhamento genético e
acompanhamento especializado, que Ihes propiciou melhor progndéstico e qualidade de

vida.
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Apéndice A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

No6s, ENRIQUE MEDINA-ACOSTA, responsavel pela pesquisa; REGINA CELIA DE SOUZA
CAMPOS FERNANDES, responsavel clinica e THAIS LOUVAIN DE SOUZA, bibloga,
estamos fazendo um convite para vocé autorize o seu filho ou responsavel legal participar como
voluntdrio (a) da pesquisa: “Investigacdo das bases moleculares e genéticas da reacdo adversa
severa a vacina BCG no contexto da Doenga Granulomatosa Crbnica e da Doenca de
Suscetibilidade Mendeliana as Micobactérias”. Esse projeto tem a previsao de participacao de 30
pacientes que tiveram pelo menos um episodio de reacdo a vacina BCG. Esses pacientes serdo
assistidos no Ambulatério de Pediatria do Hospital Plantadores de Cana de Campos dos
Goytacazes, RJ, com acompanhamento clinico pela médica Profa. Dra. REGINA CELIA DE
SOUZA CAMPOS FERNANDES.

Esta pesquisa € uma investigacdo meédica e genética em voluntarios, que apresentam ou
apresentaram alguma reacdo forte, adversa, a vacina BCG. Entende-se por reacdo adversa uma
grande resposta inflamatoria, prejudicial, induzida pela vacina. Nessa investigacao, lhe pediremos
autorizacdo, como responsavel legal pela crianca, para primeiro fazermos um levantamento do
historico clinico da crianca mediante entrevista verbal. Perguntaremos, por exemplo, se na crianca
houve uma reacdo forte a vacina BCG; se houve ou ndo tratamento; qual foi o tratamento; se a
reacao voltou a ocorrer e como foi tratada; se a crianca teve outras infec¢fes, quais e como foram
tratadas; se 0 mesmo tipo de infeccdo ja ocorreu em parentes; se a crianca ou algum parente ja foi
diagnosticado com alguma doenca autoimune em que a resposta imune passa atacar componentes
do préprio corpo. Caso houver registro histérico de reacdo a vacina BCG, Ihe solicitaremos também
autorizacdo para coletar da crianca 5 mL (uma colher de cha) de sangue venoso. A amostra de
sangue sera utilizada para avaliar laboratorialmente alguns componentes da resposta imune, pois
pretendemos investigar as causas moleculares e genéticas da reacdo a vacina BCG observada na
crianca. Especificamente, investigaremos duas possibilidades de diagnostico: Doenca
Granulomatosa Cronica (um tipo de imunodeficiéncia herdavel que compromete a producdo de

radicais livres pelas células brancas denominadas neutréfilos) e Doenca de Suscetibilidade
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Mendeliana as Micobactérias (um tipo de imunodeficiéncia herdavel no qual os pacientes sdo muito

suscetiveis as infeccGes por micobactérias, Salmonelas e fungos).

A amostra de sangue sera coletada por puncdo venosa, em um tubo contendo anticoagulante
heparina. Com essa amostra de sangue 0s seguintes testes serdo realizados: (a) Dihidrorodamina:
para determinar a funcionalidade dos neutréfilos por quantificacdo de radicais livres (espécies
reativas de oxigénio); (b) quantificacdo dos leucdcitos extraidos do seu sangue e ap06s a cultura
dessas células; ¢) quantificacdo de algumas proteinas que os leucécitos liberam quando cultivados;
(c) sequenciamento de DNA para identificar alteracGes na sequéncia do DNA.

Uma pequenissima parte (1 micrograma) do DNA das células do sangue da crianca podera
ser enviada ao exterior, sem a identificacdo da crianca (amostra anonimizada por codificagédo), para
sequenciamento mais profundo (analise exoma) pela empresa BGI Ameéricas, subsidiaria da BGI-
Shenzhen Beijing Genomics Institute /Instituto de Gendmica de Pequim, no Laboratorio localizado
em Tai Po, Hong Kong. Apos a analise, essa parte de DNA sera descartada, sem possibilidade de

Seu armazenamento no exterior.

A maior parte do DNA da amostra de sangue da crianca sera armazenada no nosso
laboratorio (Nucleo de Diagn6stico e Investigagdo Molecular, Hospital Escola Alvaro Alvim) por
até 10 anos na forma de Biorrepositorio (freezer -20C) para utilizacao neste projeto e eventualmente
em outros projetos relacionados ao tema. Para o eventual uso em outra pesquisa esta devera ser
aprovada pela CEP e serd necessario que vocé assine um novo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, para o qual vocé devera ser contatado (a) a fim de conceder ou ndo autorizacdo para
esse novo fim. Apds os 10 anos de armazenamento, caso nao se deseje manter o Biorrepositorio por
periodo maior, esse serd transferido formalmente para outro Biorrepositorio de outra instituicdo,
mediante autorizacdo sua e aprovacdo dos respectivos Comités de Etica das instituicdes envolvidas,
respeitando-se a confidencialidade e a autonomia dos sujeitos da pesquisa. Vocé serd informado
caso ocorra a perda ou destruicio do DNA da crianca, bem como sobre o encerramento do
Biorrepositdrio, quando for o caso. Vocé também pode retirar a qualquer momento as amostras de

DNA mantidas no biorrepositério, para isso vocé deve se manifestar por escrito e assinar.
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Cabe esclarecer que a coleta da amostra de sangue pode acarretar formacdo de pequeno
edema (rox@0) na area da pungdo na crianca. Em caso rarissimo, por manejo inadequado da

amostra, havera necessidade de recoleta.

Cabe também esclarecer que existe o diagndstico clinico para as duas doencas objetos desta
pesquisa. Entretanto, para uma maior confiabilidade do diagnostico este deve ser confirmado pelos
testes acima descritos para aprimorar o acompanhamento clinico especializado. O principal
beneficio esperado para a crianca sera o diagndstico de algum tipo de imunodeficiéncia herdavel
que o torna suscetivel a reacdo adversa a vacina BCG. Com esse diagnostico a crianca podera
usufruir de acompanhamento clinico especializado; uso de antibidtico profilatico bem como
encaminhamento para servicos disponibilizados pelo SUS como transplante de medula dssea e
tratamento com IFN-y em infec¢des graves caso necessario, além do aconselhamento genético para
a familia. De forma coletiva, a participacdo da crianca auxilia na determinacdo da frequéncia de
ocorréncia da reacao adversa a vacina BCG na Regido Norte Fluminense.

Esse documento foi impresso e duas vias. Vocé tem garantido o direito de receber uma via

assinada desse termo de consentimento livre e esclarecido.

Voce terd tempo para refletir, consultando, se necessario, seus familiares ou outras pessoas,
inclusive outros profissionais de salde, que possam ajuda-lo(a) na tomada de deciséo livre e
esclarecida sobre a inclusdo e participacdo da crianca nesta pesquisa. Caso aceite, vocé podera
cancelar a sua permissdo, a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou constrangimento.
Igualmente, vocé pode requerer, a qualquer momento, a retirada da amostra de DNA do sangue da

crianca armazenada em Biorrepositério.

Vocé e a crianca terdo garantido pelo projeto o ressarcimento de gastos com transporte e

alimentacdo nos dias em que for requerida sua presenca no laboratorio.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar qualquer davida ou pedir
qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com algum de nds ou com o

Conselho de Etica em Pesquisa. Vocé e/ou o médico da crianca podem receber os resultados dos
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exames realizados sempre que solicitarem. Para isso, vocé ou 0 medico devem entrar em contato

com o pesquisador responsavel Dr. Enrique Medina-Acosta.

Apesar dos baixos riscos desta pesquisa, a crianca terd assisténcia integral gratuita e pelo
tempo que for necesséario, bem como indenizacdo, em caso de prejuizos decorrentes de sua

participacdo no estudo. O pesquisador responsavel devera ser contatado nessa eventualidade.

A amostra de sangue, o0 DNA extraido dele e os dados da crianca serdo anonimizados por
codificacdo. Acesso a amostra, aos dados e aos codigos sera restrito aos responsaveis da pesquisa
para minimizar os riscos de quebra de sigilo. Os dados da crianca serdo confidenciais e assim nao
havera qualquer possibilidade de discriminacdo ou estigmatizacdo, individual ou coletiva. Os
resultados da pesquisa serdo divulgados apenas em eventos ou publicacbes cientificas, sendo
assegurado o sigilo sobre a participacdo nominal da crianca. N&do haverad uso comercial ou geracéao

de patente relacionado a amostra biologica e aos dados da crianga.

Os resultados das analises relativas a amostra de sangue coletada da crianca serdo
disponibilizados na forma de Relatdério Técnico (laudo) em duas vias: Uma para vocé e outra para o
médico da crianca. Cabe esclarecer que vocé podera recusar, a qualquer momento, saber do

resultado das analises.

No recebimento do laudo, disponibilizaremos gratuitamente aconselhamento genético,
realizado de forma conjunta pela bi6loga Thais Louvain de Souza CRBio 102052 e a pediatra,
médica infectologista Dra. Regina Celia de Souza Campos Fernandes CRM 52.21057-1, no
laboratério Nucleo de Diagnostico e Investigacdo Molecular, localizado a Rua Bardo Lagoa
Dourada, 709, bairro Pelinca, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro. Caso nenhuma das duas
imunodeficiéncias primarias objetos deste estudo seja diagnosticada, a crianca recebera a liberacéo
do acompanhamento clinico especializado. Entretanto, se a Doenca Granulomatosa Crénica ou a
Doenca de Suscetibilidade Mendeliana para Micobactérias for diagnosticada, a crianca sera
encaminhada para acompanhamento clinico especializado com a Dra. Regina Célia de Souza

Campos Fernandes CRM 52.21057-1 no ambulatorio da pediatria no Hospital Plantadores de Cana,
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localizado no endereco Avenida José Alves de Azevedo, 337, bairro Parque Rosario, Campos dos

Goytacazes, Rio de Janeiro.

Sobre o CEP

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente,
visando a salvaguardar a dignidade, os direitos, a seguranca e o bem-estar do sujeito da pesquisa
que deve existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. O
CEP é responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos dessa pesquisa. Vocé
pode entrar em contato com o CEP no endereco e telefone no quadro “DADOS DOS

RESPONSAVEIS TECNICOS DA PESQUISA”.
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Autorizacao:
Eu , responsavel legal de

apos a leitura (ou a escuta da leitura) do conteldo deste

documento e ter tido plena oportunidade de conversar com o pesquisador para esclarecer todas as
minhas duvidas, declaro estar suficientemente informado(a), ficando claro para mim que a
participacdo nesta pesquisa da crianca sob a minha responsabilidade é voluntéria e que posso retirar
este consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou
ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais a crianca serd submetida e
dos testes que serdo feitos na amostra de sangue dela a ser coletada, dos possiveis danos ou riscos
deles provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar.
Declaro ndo ter nenhum tipo de interesse econdmico, em qualquer época, sobre o0s possiveis
resultados alcancados durante as etapas subsequentes do andamento deste estudo, deixando claro
ser 0 meu interesse particular somente o de colaborador(a) anénimo(a). Diante do exposto, expresso

minha concordancia de espontanea vontade em participar desta pesquisa.

Desejo ter acesso a todos os resultados das analises realizadas com a amostra biologica

coletada.

(_)SIM NAO ()

Autorizo me informar sobre alteraces na sequéncia de DNA incidentalmente encontradas

provenientes do resultado da analise exoma na amostra coletada.

(_)SIM NAO ()

Assinatura do (a) representante legal

Declaro que obtive de forma voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido do

representante legal da crianca para a participacdo neste estudo.

PESQUISADOR
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DADOS DOS RESPONSAVEIS TECNICOS DA PESQUISA:

Prof. Dr. Enrique Medina-Acosta

Funcdo: Responsavel pelo projeto de pesquisa.

Enderego: Rua Bardo Lagoa Dourada, 709. Pelinca. Campos dos Goytacazes/RJ.
Telefone: (22) 2726-6758
Segunda-feira as sextas-feiras das 08:00 as 12:00.

Endereco eletronico: quique@uent.br

Profa. Dra. Regina Célia de Souza Campos Fernandes

Funcdo: Coleta do historico clinico, aconselhamento e acompanhamento.

Endereco: Rua Bardo Lagoa Dourada, 709. Pelinca. Campos dos Goytacazes/RJ.
Telefone: (22) 2726-6758
Quinta-feira das 08:00 as 12:00.

Endereco eletronico: reg.fernandes@bol.com.br

Thais Louvain de Souza

Aconselhamento genético, processamento do sangue e analise.

Endereco: Rua Bardo Lagoa Dourada, 709. Pelinca. Campos dos Goytacazes/RJ.
Telefone: (22) 2726-6758.
Segunda-feira as sextas-feiras das 08:00 as 12:00.

Endereco eletronico: thaislsouza@gmail.com

Dados do CEP: Faculdade de Medicina de Campos/Fundacdo Benedito Pereira

Enderego: Avenida Dr. Alberto Torres, 217
Telefone: (22) 2101-2948
Segunda-feira as sextas-feiras das 08:00 as 12:00.

Endereco eletrénico: cepfmc@fmc.br
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Rubrica Pesquisador:
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Apéndice B

Nome do
Iniciador

rs150172855*

rs2814778

IFNGR1

IFNGR2

SNPs alvos

rs436857
rs17887176
rs147215816
rs11575926
rs11575934
rs375947

rs401502

rs11575935

Iniciador -sentido

CCCACAGCTCTCCACAC
ATA
caccgtttggttcaggecc

gacggaagtgacgtaaggcc
atcttacaataaggctttcc
ctgtgaataaaaagcaaagc
atgaaatgtaccatttagttcc
tttgaccaggactaatatggt
tgtaacttgtgatttctgcc
agggtaggcacttaagcttaa
gagttgtatgaatgacttaga
attctgtgaattgaaatcctt

Iniciador -sentido
gcttcaatgtgttccggagt
tgaggtgacgctgaaagatg
tgggatgtgatgcacaaagt
ttcagggcccattaactcac
ggacaattcttacggcctga
aatatcagcgtcggaaccaa

aatatcagcgtcggaaccaa

gcccacagagacccaagtta

Iniciador anti-sentido

AGC
gtggggtaaggcttcctgat

acgcaggggtcccgggcta
aaggacctaaacaaaaatgg

aaagcaaacatacagaagac
tatgatctgtgagtcttgctt
ggaatggaactaatgcaaatg
gtagactgactgattgatg
catcctctttacgctttcatg
agattttacaagctccaagaa
atttgtctgctggtcattta

Iniciador anti-sentido
cagcaggaagaggaagagga
gaccctcatactgccaggag
cagcctggtcggagaactg
cctggacttgggaaacaaac
tccacttgctccaggaactt
attccaggccattacccatt

attccaggccattacccatt

ccactcaccgatgctgaag

Tamanho
pb

QF-PCR-RFLP e sequenciamento Sanger
ACTCCGGAACACATTGA

229
137

295
243
335
355
404
287
817
381
354

Minissequenciamento de Unico nucleotideo

Tamanho
pb

143pb
182pb
150pb
228pb
138pb
169pb

169pb

130pb
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Exon

1
S'UTR

Exon 1
Exon 2
Exon 3
Exon 4
Exon 5
Exon 6
Exon 7
Exon 2
Exon 3

Iniciador sequenciamento
tgtggggctctacgtggatc

tttttttccaggcetcggectecggge
ttttttttttttcgctgetgctacttegee

ttttttttttttttt CCGGGGTCTCCCACTCCATA
ttttttttttttttttttttattccagctccgacgacgge
tteeeetteetttttttttttttttGCCATTCAATGCAATACG
TC
tteeeetteeeeteteettttettttttGGGGCCTTGCCACCTG
CAGC
ttttttttttttetetttttetttttttttttttgcaggtgcgageagacaca



rs845381SNP
rs3833286SNP
rs3746190SNP

SNPs alvos

IL12RB1rt-pcr
IL12RB2rt-pcr

SNPs alvos

Exonl-2a
Exon1-2b
Exonl-3
IL12RB1E789
IL12RB1E1617
D19S18059572
IFNG realT
IL10 realT
GAPDH
IL12RB1 curto
IL12RB1 longo

ttgggattataggcgtgagc
tggacccaaataacccagag
gggagaaacgaaaacatcca

Iniciador -sentido
aaccagacgtggcacattcct
cagcacatctccctttctgttttc

Iniciador -sentido
Gtctacctcccccaacaggt
Gtctacctcccccaacaggt
Gtctacctcccccaacaggt
aagttcctggagcaagtgga
agtggatcaacccagtggac
tgaacctcgcaggtggcaga
ctaattattcggtaactgacttga
catcgatttcttccctgtgaa
agatccctccaaaatcaagtg
aacgtggctgtcatctectc
agtggatcaacccagtggac

cctgggcaacgtagagagac
acgccagaacaggtaaatgg
tgggtccaaatgtgactect

30pb tttttaaagtgctgggattacaggtgtgag
35pb Ttttttttttcctgttgccacccateectgcggggg
45pb ttttttttttttttttttgctcagagagggtgagtgactcgec

Amplificagédo de exons de IL12RB1 - cDNA

Iniciador anti-sentido
ccaatacatggtggtcccgtt
actttaaggcttgaagcctcacc

Tamanho

pb Marcacao
90

142

Amplificagédo de exons de IL12RB1 - cDNA

Iniciador anti-sentido
gcaaggagaaaagaccaacg
ctggacagcaggaagaggaa
tgagtctgcatccggatatg
gaggagatgacagccacgtt
caccctctctgagcectcaac
tcgggcgagtcactcaccct
acagttcagccatcacttgga
tcttggagcttattaaaggcattc
ggcagagatgatgacccttt
gggatagcaacagccgttta
tcattatcaccacccccatt

Tamanho

pb Marcacao
129pb

280pb

347pb

306 FAM
213 VIC
2100

75

74

130

849

692

79
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Apéndice C

PROTOCOLO DE PREENCHIMENTO "Plataforma integrada de investigacao
compreensiva das

imunodeficiéncias primarias associadas aos efeitos adversos da vacinagdo com BCG e a
infecgdo por micobactéria atipica na macrorregido Norte Noroeste Fluminense™

FACULDADE DE MEDICINA DE CAMPQOS (FMC)

HOSPITAL ESCOLA ALVARO ALVIM (HEAA) - UNIVERSIDADE ESTADUAL
DO NORTE FLUMINENSE (UENF)

DRa. Regina Célia de Souza Campos Fernandes » Email: reg.fernandes@bol.com.br.

» OBS: Para todas as variaveis ndo explicitadas utilizar: 1. Sim 2. N&o 9. Ignorado.
» Em caso de dividas aperte F9 para visualizar opgdes possiveis.

sIDENTIFICACAO:

registro REGISTRO: ####### (numérico)

Sexo SEXO: # 1. Masculino 2. Feminino 9. Ignorado
nasc DATA DE NASCIMENTO: <dd/mm/yyyy>
(dd/mm/aaaa)

nome NOME:

cidade CIDADE: ##

obito OBITO #

*REACAO ADVERSA A VACINA BCG

ocorbcg Ocorréncia de Reacdo Adversa a Vacina? #
ocortipo Tipo #

*TIPO DE REACAO ADVERSA A VACINA BCG

ulcer Ulcera >1cm #

abcfr Abscesso Cutaneo Frio #
abcqnt Abscesso Cutaneo Quente #
linfadn Linfadenopatia Regional ndo supurativa #
linfads Linfadenopatia Regional supurativa #
queloi Cicatriz queldide #

reales Reacdo lupoide #
*TRATAMENTO

lisoni Isoniazida #

lrifa Rifampicina #

3ire Terapia tripla com Isoniazida, Rifampicina e Etambutol #

‘RECIDIVA DE REACAO ADVERSA A VACINA BCG
recbcg Recidiva de Reacdo Adversa a Vacina? #
rectipo Tipo de recidiva #

*TIPO DE RECIDIVA DE REACAO ADVERSA A VACINA BCG



ulcerr Ulcera >1cm #

abcfrr Abscesso Cutaneo Frio #
abcqntr Abscesso Cutaneo Quente #
linfadnr Linfadenopatia Regional ndo supurativa #
linfadsr Linfadenopatia Regional supurativa #
queloir Cicatriz queloide #

realesr Reacdo lupoide #

*TRATAMENTO DE RECIDIVA

lisonir Isoniazida #

rifar Rifampicina #

3irer  Terapia tripla com Isoniazida, Rifampicina e Etambutol #

*RESULTADO DOS EXAMES LABORATORIAIS

anemia Anemia #

transsg Necessidade de transfusdo #
segment Segmentados #
Linfoci Linfocitos #

linfalt Alteracdes no numero de linfocitos #
monocitos Monocitos #
monoalt Alteragcdes no numero de monocitos #
eosinof Eosinofilos #

eosinalt Alteracdo no numero de eosinofilos #
plaquet Plaquetas #

hemossed Hemossedimentacgéo #
reumat Fator Reumatoide #
fantnuc Fator anti-nuclear #

*RESULTADO DOSAGEM DE ANTICORPOS

antot Anticorpo total #

iga IgA #

igg IgG #

igm IgM #

ige IgE #

igd IgD #
*HISTORICO CLINICO INFECCIOSO DO PACIENTE
micob Micobacterioses atipicas #
tuber Tuberculose #
tuberrec Recdiva de tuberculose #
hansen Hanseniase #
salmone Salmonelose #
paracc Paracoccocidiomicoides #
histop Histoplasmose #
candoral Candidiase Oral #
candperi Candidiase Perineal #
candlon Candidiase por >2 meses #

cancron Candidiase Crbnica mucocutaneous #
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nocard Nocardiosis #

klebise Klebsielosis #

stahy Staphylococcus aureaus #
asperg Aspergillus #
pneumol Pneumonia no 1 ano #
pneufreq 2 0U mais pneumonias no ultimo ano #
mening Meningite #

otite 4 ou mais otites no ultimo ano #
septc Septicemia #

Diarep Diarreia repeticdo #
Diacro Diarreia cronica #
Diagiar Diarreia por Giardia #

*HISTORICO CLINICO INFECCIOSO FAMILIAR

tuberf Tuberculose na familia #
hansefa Hanseniase na Familia #
salmonfa Salmonelose na Familia #
paracfa Paracoccocidiomicoides na Familia #
histofa Histoplasmose na Familia #
meninfa Meningite na familia #
septfa Septicemia na familia #

*HISTORICO CLINICO IMUNOLOGICO DO PACIENTE

asma Asma #

artrit Osteoartrite #

diabtl Diabetes tipo 1 #

les Lupus Eritromatoso Sistémico #
lupdisc Lupus discdide #
dcrohn Doenca de Crohn #
esmul Esclerose Multipla #

vitil Vitiligo #

tirhash Tireoidite de Hashimoto #
psori Psoriase #

hepaaut Hepatite autoimune #
guilain Sindrome de Guillain Barré #
vascu Vasculite #

anhemau Anemia Hemolitica autoimune #
behcet Doenca de Behcet #
esderm Esclerodermia #

celiac Doenca celiaca #

wegen Granulomatose de Wegener #
Espondi Espondilite anquilosante #

*HISTORICO CLINICO IMUNOLOGICO FAMILIAR
artrifa Osteoartrite na familia #
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diabfal Diabetes tipo 1 na familia #

lesfa Lupus Eritromatoso Sistémico na familia #
lupdifa Lupus discdide na familia #
dcrohnfa Doenca de Crohn na familia #

*IMUNOFENOTIPAGEM CELULAR EX VIVO

dhr Teste de Dihidrorodamina #
cd4 Linfécitos CD4+ #

cd8 Linfocitos CD8+ #

cd19 Linfécitos B CD19+ #
cd16 Células NK CD16+/CD56+ #
cd212 IL12RB1 #

cd119 IFNGRL1 #

ifngr2 IFNGR2 #

stat1p STATI1p #
*IMUNOFENOTIPAGEM CELULAR IN VITRO

cd212iv IL12RB1 #
cd119iv IFNGR1 #

ifnr2iv IFNGR2 #

statliv STAT1p #

ifngiv Producéo de IFN-g #
i112iv Producédo de IL-12 #
il17aiv Producéo de IL17A #
*Diagnostico Final

IDP Tem Imunodeficiéncia Primaria? #
rastreio Diagnostico final em andamento? #

dsmm Doenca Mendeliana de Suscetibilidade a Micobacterioses #

dgc Doenca Granulomatosa Crdnica #

idpcs Imunodeficiéncia Primaria Combinada Severa #
omenn Sindrome de Omenn #

digeor Sindrome de DiGeorge #

reduct Outras reducdes de linfécitos T #
hiperig Sindrome de Hiper-IgE #

icv Imunodeficiéncia Comum variavel #

outrant Outras imunodeficiéncia de Anticorpo #



