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RESUMO

O quadro clinico definido como Candidiase Mucocutanea Crénica (CMC) pode ser uma
manifestagdo de Imunodeficiéncia Primaria (IDP), sendo caracterizada por infec¢des fungicas
causadas por espécies do género Candida spp. Considerando a necessidade do desenvolvimento de
protocolos para diagnéstico de IDPs e caracterizagdo de suas principais manifestacdes, o presente
trabalho visou a determinacéo do perfil imunogenético de paciente com suspeita de CMC associada a
erros inatos da imunidade. O objetivo principal consistiu na realizagdo de diagnéstico imunolégico de
paciente com quadro clinico sugestivo de Imunodeficiéncia Priméria. Realizamos o estudo de
paciente selecionado por conveniéncia no ambulatério de Imunologia Pediatrica do Hospital
Universitario Materno Infantil da Universidade Federal do Maranhdo, na cidade de S&o Luis. A
determinaga@o do perfil de manifestagdes clinicas foi realizada através de analise de prontuario e
exames realizados no hospital, enquanto a triagem imunolégica para IDP consistiu na avaliagdo
fenotipica, funcional e genética de leucdcitos do sangue. A partir dos indicadores avaliados,
conseguimos confirmar o diagnéstico de CMC pela persisténcia dos sintomas e associacio a espécie
rara identificada, C. lusitaniae, O paciente possuia antecedentes patolégicos contendo diversas
infeccbes bacterianas e Tuberculose (TB). Foram encontrados desvios fenotipicos funcionais
afetando a resposta imune inata e adaptativa. Apesar das contagens normais de leucocitos no
hemograma, encontramos reduzida expressao de mieloperoxidase (MPQO) em neutréfilos e mondcitos,
demonstrando provavel falha funcional. Ja os linfécitos, que estavam dentro do intervalo de
normalidade no hemograma, as avaliacGes fenotipicas evidenciaram contagens de populacdes
especificas de linfécitos T e B abaixo da normalidade. Essas células também demonstraram falha na
proliferagéo, principalmente células T CD4+, frente aos estimulos utilizados. Através de analise
genética, identificamos uma nova mutacdo missense no gene STAT1 (c.1151A>G). Tal alteracao
resulta em troca de uma lisina por um &cido glutamico (p.Lys652Glu, K652E) no dominio SH2 da
proteina. Com base nos resultados obtidos, conseguimos sugerir padrées de manifestagao clinicas e
laboratoriais relacionadas a mutacdo encontrada, relacionada a defeitos em fagocitos e linfécitos T,
relacionados a infec¢des por micobactérias e CMC. A partir das avaliagdes clinicas e laboratoriais
realizadas, conseguimos confirmar caso de Imunodeficiéncia Primaria em paciente com CMC, sendo
pela primeira vez, foi diagnosticado caso de CMC associado a Candida lusitaniae como agente
etiologico. Encontramos também uma nova mutacao (c.1151A>G; p.Lys652Glu, K652E) com reflexo
no dominio SH2 da proteina STAT1, ocasionando falhas parciais em mecanismos que regulam
porcoes da imunidade inata e adaptativa. Os dados gerados sdo relevantes para a melhoria na
conscientizacdo sobre a identificacdo de IDPs, acrescentando informagdes com potencial para
auxiliar outros profissionais no desenvolvimento e melhora de investigacdo diagnéstica dessas

doencas.

Palavras-chave: Candidiase Mucocutanea Cronica; Candida lusitaniae; Imunodeficiéncias Primarias.



ABSTRACT

The clinical picture defined as Chronic Mucocutaneous Candidiasis (CMC) may be a
manifestation of Primary Immunodeficiency (PID), being characterized by fungal infections caused by
species of the genus Candida spp. Considering the need to develop protocols for the diagnosis of
PIDs and characterization of its main manifestations, the present work aimed to determine the
immunogenic profile of a patient with suspected CMC associated with innate errors of immunity. The
main objective was to perform an immunological diagnosis of a patient with a clinical picture
suggestive of Primary Immunodeficiency. We performed the study of a patient selected for
convenience at the Pediatric Immunology outpatient clinic of the Maternal and Child University
Hospital of the Federal University of Maranhao, in the city of Sao Luis. The clinical profile profile was
determined by analyzing the charts and examinations performed at the hospital, while the
immunological screening for PID consisted of the phenotypic, functional and genetic evaluation of
blood leukocytes. From the indicators evaluated, we were able to confirm the diagnosis of CMC by the
persistence of symptoms and the association of the rare species identified, C. lusitaniae, The patient
had a pathological history containing several bacterial infections and Tuberculosis (TB). Functional
phenotypic deviations were found affecting the innate and adaptive immune response. Despite normal
leukocyte counts in the hemogram, we found reduced myeloperoxidase expression (MPQO) in
neutrophils and monocytes, demonstrating a probable functional failure. Thus lymphocytes, which
were within the range of normalcy in the hemogram, phenotypic evaluations evidenced as counts of
specific populations of T and B lymphocytes below normality. Their lymphocytes These cells also
demonstrated failure in proliferation, mainly CD4 + T cells, in front of the stimuli used. Through genetic
analysis, we identified a new missense mutation in the STAT1 gene (c.1151A> G). Such change
results in the exchange of a lysine for a glutamic acid (p.Lys652Glu, K652E) in the SH2 domain of the
protein. Based on the results obtained, we were able to suggest clinical and laboratory manifestation
patterns related to the mutation found, related to defects in phagocytes and T lymphocytes, related to
mycobacterial and CMC infections. From the clinical and laboratory evaluations performed, we were
able to confirm the case of Primary Immunodeficiency in a patient with CMC, and for the first time, a
case of CMC associated with Candida lusitaniae was diagnosed as an ethological agent. We also
found a new mutation (c.1151A> G; p.Lys652Glu, K652E) with a reflection on the SH2 domain of the
STAT1 protein, causing partial failures in mechanisms that regulate portions of innate and adaptive
immunity. The data generated are relevant for improving awareness of the identification of PIDs,
adding information with potential to assist other professionals in the development and improvement of

diagnostic investigation of PID.

Keywords: Chronic Mucocutaneous Candidiasis; Candida lusitaniae; Primary Immunodeficiencies.
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1 Introducao

As Imunodeficiéncias Primarias (IDPs) sao disturbios hereditarios de dificil
diagnéstico, associados principalmente a infec¢cées recorrentes, mas também a
alergias, autoimunidade e sindromes inflamatorias, nos primeiros anos de vida. Em
decorréncia da falta de conhecimento dos profissionais da saude, muitas dessas
doencas nao sao devidamente diagnosticadas, levando os pacientes a condi¢cdes
crbnicas graves ou até mesmo a morte (SELEMAN et al., 2017).

Estes erros inatos da imunidade envolvem reducdo no numero ou auséncia
de leucdcitos, até falhas parciais ou completa deficiéncia funcional dessas células.
Apesar de consideradas raras, sabe-se que parte significativa dos casos dessas
doencas € subdiagnosticada devido a diversidade de manifestagdes clinicas
associadas as infec¢des graves (BOUSFIHA et al., 2018). Ap6s o desenvolvimento
de protocolos diagnésticos adequados, a identificacdo de IDPs foi expandida nos
ultimos anos. Desta forma, essas doencas deixaram de ser consideradas raras,
havendo incidéncia de até 1/600 nascidos vivos para casos de deficiéncias de
anticorpos (Picard et al, 2015).

Pacientes acometidos por infeccbes fungicas disseminadas, invasivas ou
recorrentes possuem fatores que aumentam sua vulnerabilidade a estes patdgenos.
As IDPs aumentam o risco de acometimento por essas doencgas por falhas em
mecanismos diversos relacionados a uma gama de mutagcbes especificas em
diferentes vias da imunidade (PILMIS et al., 2016).

O quadro clinico definido como Candidiase Mucocutanea Crénica (CMC)
pode ser uma manifestagcdo de IDP, sendo caracterizada por infec¢des fungicas
causadas por espécies do género Candida spp. Ocasionam lesbes disseminadas
que afetam pele e mucosas, manifestadas ainda nos primeiros anos de vida.
Individuos com este tipo de infec¢do rara possuem defeitos na resposta imune a
fungos, podendo haver desde falhas no reconhecimento de padrées moleculares até
deficiéncias funcionais de linfécitos T (CHAMBO FILHO et al., 2014; OKADA et. al.,
2016).

Defeitos em fatores envolvidos no desenvolvimento dos linfécitos Th17,
essenciais na resposta imune a fungos, sdo algumas das principais deficiéncias que

levam a maior susceptibilidade de infec¢des fungicas, como a CMC. Estas células
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reagem as infeccdes pela producdo das citocinas IL-17 e IL-22, tendo sua producgéo
controlada por fatores de transcricdo genética do tipo STAT. Mutagdes que afetam
os fatores envolvidos nessa via de resposta sao algumas das principais causas
conhecidas de CMC (HUPPLER, BISHU & GAFFEN et al., 2012; PLATO,
HARDISON & BROWN, 2015).

Visto que as IDPs sao desordens de dificil identificacdo e diagnéstico, torna-
se necessaria a expansao de centros especializados no estudo e triagem dessas
doencas. No intuito de iniciar as investigagcdes adequadas de IDPs no Maranhéao,
considerando a auséncia de relatos identificando casos no estado, foi estabelecido o
Grupo de Imunologia Humana (GPIH) da UFMA. Além de identificar as causas
especificas de erros inatos da imunidade, visando melhorar a qualidade de vida dos
pacientes, o grupo auxilia na educagao continuada de profissionais de saude através
de eventos cientificos, seminarios e publicagées.

Considerando a necessidade do desenvolvimento de protocolos para
diagnéstico de IDPs e caracterizagdo de suas principais manifestagdes, o trabalho
proposto visou a determinacdo do perfil imunogenético de paciente com suspeita de
CMC associada erros inatos da imunidade.
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2 Referencial Tedrico

2.1 Resposta Imunoldgica

Responsavel pela defesa do organismo contra a vasta quantidade de
patdbgenos presentes no ambiente, o sistema imunolégico é quem responde a
presenca desses agressores e mantém a homeostasia do corpo. Os mecanismos de
estimulacao dos leucécitos, células de defesa do organismo, sao iniciados através
do reconhecimento de padrdes moleculares relacionados a danos ou patégenos por
meio de receptores especificos. Sinais emitidos através de moléculas soluveis, como
as citocinas e quimiocinas, induzem a migracdo, ativagcao e proliferacao dessas
células (IWASAKI & MEDZHITOV, 2015).

Como primeira linha de resposta do organismo, a imunidade inata € capaz de
detectar quantidades limitadas de antigenos caracteristicos de grupos de
microrganismos danosos. E composta por substancias soltveis, como as moléculas
do sistema complemento, e celulares, como os granuldcitos, macrofagos e células
dendriticas; ambos contribuindo para resposta a infeccbes. Sua eficacia na
eliminagdo de agentes infecciosos esté relacionada ao reconhecimento de Padrbes
Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs), geralmente constituintes da
estrutura celular e essenciais sobrevivéncia desses micrdbios (SCANZANO &
CONSENTINO, 2015).

A resposta adaptativa do sistema imune, composta principalmente pelos
linfocitos T e B, é responsavel pelo desenvolvimento da memoria imunoldgica
(MADDOF, 2015). O sistema adaptativo consegue reconhecer uma maior variedade
de antigenos, além de promover uma resposta imune mais eficaz e especifica,
devido a produgédo de uma grande diversidade de citocinas imunomoduladoras, além
de imunoglobulinas (KOONIN & KRUPQOVIC, 2015).

Além disso, o sistema imunologico dispdée de mecanismos capazes de
reconhecer antigenos préprios, controlar a resposta a infecgbes, assim como
potencializa-la. A agdo conjunta dos elementos que o compdem, sendo fatores de
resposta inata ou adaptativa, resulta na eliminacéo efetiva dos agentes infecciosos
(CHAPEL et. al., 2014).

Entre as diversas patologias que acometem o organismo humano, sabe-se

que as infecgdes sdo algumas das causas de morte mais frequentes. Mesmo apos o
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desenvolvimento de medicamentos, medidas sanitarias e vacinas, ainda existem
muitos individuos que sofrem agravo dessas condi¢des devido a fatores genéticos
(CASANOVA & ABEL, 2005).

Falhas na geracdo ou no funcionamento dos componentes do sistema
imunolégico sdo conhecidas como Imunodeficiéncias. Tais disturbios podem ter
origem hereditaria, devido a polimorfismos e mutagdes genéticas, ou podem ser
secundarias a terapias medicamentosas e outras doencgas. Os sintomas estdo
relacionados a desregulagdes que levam a maior susceptibilidade a infecgdes, que
podem ser graves, recorrentes ou formas atipicas de apresentacao (ABBAS, 2015).

2.2 Imunodeficiéncias Primarias

As Imunodeficiéncias Primarias (IDPs) sédo defeitos intrinsecos dos
mecanismos da imunidade inata ou adaptativa. De uma forma geral, estas
patologias sao consideradas raras por sua frequéncia. No entanto, existem mais de
300 tipos de IDPs com mutacbes documentadas, as quais s&o erros inatos da
imunidade classificados pelo perfil de manifestagdes clinicas (Quadro 1). Podem
estar associadas ndo somente a infecgdes recorrentes, como também a
autoimunidade, sindromes inflamatérias e neoplasias (BOUSFIHA et al., 2018).
Pode-se observar casos de IDP caracterizadas por falhas quantitativas, qualitativas
ou mistas, cujos sintomas estdo relacionados a desordens nos mecanismos de

defesa pelos quais as linhagens celulares afetadas sdo responsaveis.
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Quadro 1 - Classificagdo Fenotipica das Imunodeficiéncias Primarias

IDPs que afetam imunidade celular e humoral

Imunodeficiéncias Combinadas associadas a sindromes

Deficiéncia predominante de anticorpos

Doencas de imunodesregulagao

Defeitos congénitos de fagdcitos

Defeitos da imunidade intrinseca e inata

Desordens autoinflamatérias

Deficiéncia de complemento

Fenocdpias de IDP

Existem defeitos congénitos de fagdcitos, células importantes da resposta
imune inata, os quais representam aproximadamente 10% das IDPs conhecidas.
Dentre eles, a Doenca Granulomatosa Crénica (DGC) é causada por mutacdes
genéticas que comprometem a funcionalidade do sistema nicotinamida dinucleotideo
fostato (NADPH) oxidase, responsavel pela produgdo de reativos de oxigénio,
encontrado na membrana plasmatica e vesiculas de células como neutréfilos e
monécitos (RUGGERO ERRANTE, MENEZES RODRIGUES & RIBEIRO
NOGUEIRA FERRAZ, 2016). Junto ao histérico clinico, o diagndstico de DGC pode
ser feito através de citometria de fluxo pelo método de dihidrorodamina (DHR), pelo
método de reducdo de nitrobluetetrazdlio ou pela dosagem de anion superéxido por
reducéo do citocromo ¢ (BONILHA et al., 2010).

Deficiéncias de Anticorpos caracterizam-se, geralmente, por defeitos no
desenvolvimento ou fungcdo de linfécitos B e falhas na atividade de linfécitos T.
Desse modo percebe-se a reducdo ou auséncia na producdo de imunoglobulinas
propiciando a ocorréncia de infeccoes recorrentes. Observa-se principalmente
sintomas relacionados ao trato respiratério, que podem tornar-se graves com a
demora no diagnéstico (SCHUSSLER, BEASLEY & MAGLIONE, 2016). Mutacdes
nos genes que codificam moléculas responsaveis pela co-estimulagdo entre
linfécitos T e B, como CD40L, podem levar a falha de funcéao de células T auxiliares
e defeitos na troca de classes de anticorpos (TANGYE, et. al., 2013).

A Imunodeficiéncia Comum Variada (CVID) € habitualmente caracterizada por
baixos niveis séricos de anticorpos IgG, IgA ou IgM, mesmo havendo a presenca de
células CD19+ (marcador caracteristico de linfocitos B) (BOUSFIHA, 2018). Nela,
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podem haver alteragdes nos genes responsaveis pela codificacdo de receptores
proteicos que participam da ativacdo de linfocitos B, troca de classe de anticorpos,
inducéo de apoptose, entre outros. Enquanto isso, as altera¢des de linfocitos T em
CVID estao geralmente relacionadas a falhas na produgcdo de citocinas que
participam da sinalizacao entre células T e B (VAN SCHOUWENBURG, 2015).

Falhas na imunidade humoral também podem ocorrer como manifestacoes
secundarias de outras sindromes que nao estdo inicialmente relacionadas ao
sistema imunolégico. Um exemplo importante € a Ataxia Telangiectasia (AT), que
resulta de mutacdes autossémicas recessivas no gene ATM, responsavel pela
codificacdo de proteinas PIK-3 quinase. Tais alteracdes afetam mecanismos
responsaveis por coordenar o ciclo celular através da fosforilagcdo de substratos
proteicos, afetando diversos sistemas (AMBROSE & GATTI, 2013). Portadores
dessas variacoes genéticas podem ter reduzidas contagens de linfocitos ou de suas
subpopulacdes, sendo a linfopenia TCD4" a mais comum, a falhas na producgdo e
troca de classe de anticorpos (CHOPRA et al., 2014).

O desenvolvimento de centros de diagnostico especializados tem possibilitado
0 aumento da confirmacdo e documentacao de casos de IDP, direcionando os
pacientes ao tratamento adequado. Como € o caso dos “10 sinais de alerta para
Imunodeficiéncias Primarias” para criangas e adultos elaborados pela fundacao
Jeffrey Modell (JMF, do inglés Jeffrey Modell Foundation), esses centros otimizam a
identificacdo de IDPs pela adocao de protocolos especificos (MODELL et al., 2016).
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Fonte: Jeffrey Modell Foudation (2018).

A partir disso péde-se tracar o perfil epidemiolégico das IDPs, que atualmente
passam de 5.000 casos diagnosticados no Brasil. Na América Latina, as IDPs mais
frequentemente encontradas sao deficiéncias de anticorpos, também sendo
frequentes defeitos de fagocitos, imunodeficiéncias combinadas e desordens
autoinflamatorias (CONDINO-NETO et al., 2015).

Diversas imunodeficiéncias podem levar a defeitos na proliferacao
leucocitaria, seja devido a problemas de sinalizacdo ou maturagao celular, podendo
acometer diretamente determinadas linhagens. A proliferacao de linfocitos pode ser
monitorizada através do uso do Carboxifluoresceina Succinimidil Ester (do inglés
Carboxyfluorescein succinimidyl ester, CFSE) devido a auséncia de efeitos toxicos
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da substancia sobre as células e sua emissdo de fluorescéncia, possibilitando
andlises por Citometria de Fluxo (AZARSIZ et al., 2018).

A producado de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) é descrita como um
dos fatores determinantes para a eliminagcdo de grande parte dos patdgenos,
estando envolvidas principalmente nos mecanismos de fagocitose. O ensaio de DHR
€ uma técnica para andlise da producdo de EROs realizada por meio da
quantificacao indireta da produgao de peroxido de hidrogénio (H20,) pela oxidagao
da dihidrorodamina (DHR)-123 em rodamina-123. A rodamina-123 €& excitavel por
um comprimento de onda de 488 nm e emite uma florescéncia de 515 nm,
permitindo a analise por citometria de fluxo (BUSTAMANTE et al., 2011).

Uma das analises mais importantes para caracterizagdo das atividades
celulares é a avaliagdo de moléculas expressas na superficie da membrana
plasmatica, que possuem papel essencial funcées basicas dos leucdcitos. A
imunofenotipagem consiste na interacdo de anticorpos monoclonais ligados a
fluoréforos que reconhecem moléculas caracteristicas de determinadas populagdes
de células ou de condi¢cbes de respostas imunoldgicas. Através da detecgdo da
fluorescéncia emitida, € possivel identificar a presenca de particulas especificamente
ligadas aos marcadores utilizados (VAN DONGEN, 2018).

Através do uso de tecnologias especificas, com o direcionamento correto,
pode-se determinar eventuais falhas em vias pertencentes ao sistema imunoldgico.
Assim sendo, a detecgcdo de caso de IDP torna-se necessaria, em virtude de estas
doencas nao terem diagnéstico conclusivo na auséncia de triagens adequadas.
Além disso, a elucidacdo dos mecanismos causadores da doenca contribuem para a

producédo académica referente a area.

2.3. Candidiase Mucocutanea Cronica

A Candidiase Mucocutanea Crénica (CMC) consiste como o tipo de infeccéo
causada por espécies do género Candida spp., sendo a C. albicans de maior
relevancia. Consideradas raras, manifesta-se através de lesbées disseminadas nas
mucosas, pele e wunhas, nao se tornando invasiva. Afeta individuos
imunossuprimidos, sendo associada a individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (SIDA), ou a defeitos genéticos da imunidade, incluindo autoimunidade e
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imunodeficiéncias primarias. Quando manifestada ainda nos primeiros anos de vida,
maiores as possibilidades de agravamento da doenga (DE MORAES
VASCONCELOS et al.,, 2001; MOORHOUSE et al.,, 2016; PUEL et al.,, 2012;
SASIDHARANPILLAI et al., 2018).

Os principais mecanismos afetados em situacées onde ha susceptibilidade a
CMC estao relacionas a vias de resposta imune que envolvem as linhagens de
linfécitos Th17, importantes na defesa adaptativa do organismo contra fungos e
bactéricas. Uma vez reconhecidos os PAMPs caracteristicos do género Candida por
células da imunidade inata através de receptores do tipo Toll e Dectina, inicia-se a
producédo de fatores sollveis para o recrutamento de fagécitos. Quanto a resposta
adaptativa, a produgéo de células de meméria € realizada através da apresentagéao
de antigenos pelas células dendriticas aos linfocitos T auxiliares, que se diferenciam
nas linhagens Th17 na presenca de citocinas IL-13,IL-6, IL-23 e TGF- 3. Uma vez
ativadas, essas células produzem IL-22/IL-17, que reforcam a atividade fungicida
pela producédo de citocinas pré-inflamatdrias e recrutamento de neutréfilos ao sitio
infeccioso. (DAVIDSON, NETEA & KULLBERG, 2018; PATEL & KUCHROO, 2015).

Figura 2 — Resposta Imune a C. albicans.
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Na sindrome conhecida como Poliendocrinopatia do Tipo 1 (APS-1), defeitos
na regulacdo timica de linfécitos auto reativos resulta na formagéo de anticorpos
contra citocinas IL-17, manifestando CMC. Deficiéncias na producdo dessas
citocinas e mutagbes em seus receptores também levam a alteracées na resposta
Th17. Alteracbes genéticas nos fatores de transcricido que coordenam a funcgéo
dessas células levam a CMC. Nos casos de sindrome de Hiper-IgE (HIES), ocorre
por falhas no fator STAT-3, que regula positivamente esses linfécitos, enquanto
mutagcées de ganho de funcdo em STAT-1 os inibem pela produgcédo de citocinas
regulatérias como IFN-y, IFN-a/B e IL-27 (HUPPLER et al., 2015).

2.4. Transdutores de Sinais e Ativadores de Transcicao-1 (STAT-1)

Associadas a familias receptores transmembranares dos tipo | e Il, existem
complexos protéicos responsaveis pela regulacdo o processo transcricional celular
através de sinalizacao intracelulares. Proteinas janus kinase (JAK) associadas a
esses receptores, apds o reconhecimento de citocinas especificas, mudam sua
conformacédo e agem fosforilando residuos de tirosina intracelulares. Por sua vez, as
JAK também ativam mondmeros de transdutores de sinais e ativadores de
transcigao (STAT) por fosforilacdo, que dimerizam e sdo transferidas para o ndcleo,
onde regulam a transcricdo de genes. Apesar de agirem por mecanismos gerais, as
diferentes combinacbes entre citocinas e os tipos de JAK/STAT contribuem para
especificidade de diversas vias imunologicas. (MAUDE et al., 2015).



Figura 3 — Via de sinalizacdao JAK/STAT

Citocina

Receptores
de citocinas

Dimerizacao do receptor
mediada pela citocina;
fosforilacao das cadeias
receptoras mediadas

Recrutamento
dos STAT para o
receptor de citocinas

3

Proteinas STAT =
inativas — -

Nicleo

Sequnu igacéo
dos STAT no promotor

Fonte: Abbas, Lichtman & Pillai. (2015)

__ Translocacéo dos / Ej E

STAT ao nicleo —~

Fosforilagdo e
dimerizacao dos STAT
mediadas pela JAK

Proteinas
STAT ativas

O
Transcricao

Gene de
resposta a citocina

25

Nas células Th17, responsaveis pela resposta imune a fungos, a STAT-3

estimula a fator de transcricdo RORYT, especifico para estas células na producgao de

IL-17. Enquanto isso, o fator STAT-1 antagoniza a funcao dessas células pela sua

participacdo na producdo de IL-27 por células T regulatérias, que controlam sua
maturacgéo e proliferacao Th17 pela inibicao de RORyT. (ASTRY, VENKATESHA &
MOUDGIL, 2015; SEHRAWAT & ROUSE, 2017; SEIF et al, 2017).

As proteinas STAT possuem 6 dominios conhecidos relacionados as

interacbes moleculares especificas que acontecem nessas

regides,

responsaveis por particularidades no seu funcionamento (SEIF et al, 2017).

Figura 4 — Dominios comuns a proteinas STAT
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Mutagdes que resultam na modificacdes da composicao dessas regides sao
capazes de levar a desregulacao relacionada ao sitio afetado. Alguns exemplos séo
as mutagdes de ganho de funcdo no gene STAT-1, que alteram os dominios de
fosforilacdo da proteina e, consequentemente, elevam os efeitos de sua ativacéo.
Resultam no impedimento da resposta Th17, associadas principalmente ao fenétipo
de CMC (SOBH et al., 2016).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar diagnostico imunoldgico de paciente com quadro clinico sugestivo de

Imunodeficiéncia Primaria.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipicamente as populacdes de leucécitos do sangue periférico
do paciente;

e Avaliar possiveis falhas funcionais celulares relacionadas ao quadro clinico
apresentado pelo paciente;

e Confirmar o diagnostico de Imunodeficiéncia Primaria, associando os achados
laboratoriais as manifestagdes clinicas apresentadas pelo paciente.
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4 Metodologia

4.1 Delineamento do estudo

O trabalho realizado é composto por duas etapas relevantes, em relagédo a
classificacao do tipo de pesquisa. A primeira, referente a coleta de dados clinicos do
paciente, consiste em um estudo observacional, descritivo, prospectivo, exploratorio,
documental e longitudinal. A segunda etapa, referente as analises imunogenéticas
do paciente, consiste em um estudo experimental, analitico, explicativo, de

laboratério e transversal.

4.2 Coleta de dados

O presente estudo consiste em um relato de caso em paciente pediatrico com
quadro clinico sugestivo de Imunodeficiéncia Primaria (IDP). Foi realizada selegéao
do paciente por conveniéncia a partir de encaminhamento ao ambulatério de
Imunologia Pediatrica do Hospital Universitario Materno Infantil da Universidade
Federal do Maranhdo, na cidade de S&o Luis. Dados clinicos, considerando
antecedentes patolégicos e anamnese e laboratoriais, incluindo hemograma,
marcadores inflamatérios, sorologias para antigenos virais e dosagens de
imunoglobulinas, assim como o exame fisico pela avaliagdo dos aparelhos
respiratorio e osteoauriculas, pele, cabecga, pescog¢o, abdome, membros, juntamente
ao desenvolvimento ponderoestrutural e neuropsicomotor, avaliagdo de histérico
familiar e andlise de prontuario motivaram a incluséo do paciente no estudo de IDP.
Para tanto, seguimos o0s protocolos estabelecidos pelo Grupo Brasileiro de
Imunodeficiéncias (BRAGID) referentes aos sinais suspeitos de IDP (MODELL et al.,
2016), e a ndo positividade para o teste rapido anti-HIV. Além dos dados clinicos,
foram coletadas amostras de sangue periférico do paciente para avaliacdo
imunoldgica funcional e analise genética do paciente. Estes ensaios sdo descritos
nas segdes subsequentes.

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo, parecer n° 2.639.669, Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) 69633414.0.0000.5087, obedecendo-
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se a todas as recomendacotes da Resolucao 466/12 do CNS. A concordancia com o
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) assegura o sigilo dos dados
coletados e a utilizacdo de tais informagbes uUnica e exclusivamente para fins
cientificos, preservando, integralmente, o anonimato do paciente. Além disso, o
convite ao paciente foi acompanhado da apresentacao e justificativa do trabalho,
com o conteddo destes informados também verbalmente. O TALE foi emitido e
assinado em duas vias pelo responsavel legal pelo paciente e pesquisador,
assegurando a preservagao da identidade e o direito do mesmo se desvincular da
pesquisa a qualquer momento, sem 6nus de qualquer natureza (APENDICE 1). A
amostra de sangue para nosso estudo foi coletada juntamente a outras para
procedimentos ja preconizados para o acompanhamento do paciente. A mesma foi
realizada por profissionais experientes, em ambiente hospitalar controlado e com
todos os recursos para intervencées necessarias. Dessa forma, o paciente nao foi
exposto a quaisquer riscos. Ainda, € importante expressar que foi realizada obtencao
de amostra de sangue de voluntario sadio, sem doenga infectocontagiosa ou
congénita diagnosticada até o momento da coleta, sob os mesmo termos éticos que
o paciente. Este foi empregado como controle experimental dos protocolos descritos

a sequir.

4.3 Caracterizacao fenotipica de leucécitos

Avaliamos a expressao — presencga ou nao, e nivel — de marcadores celulares
caracteristicos da identidade dos leucécitos e sua ativacdo. Para cada molécula
observada, utilizamos um anticorpo monoclonal especifico marcado com
fluorocromo, o que possibilitou 0 emprego da técnica de citometria de fluxo para
analise. Foram utilizados marcadores de identidade de linfécitos T (CD3, CD4, CD8),
linfécitos B (CD19), mondbcitos (CD14) e neutréfilos (CD15), bem como para
moléculas relacionadas a seu estado de ativacdo (CD69, CD66b, CD25, MPO e
HLA-DR). Todos os anticorpos foram obtidos da empresa BD Biosciences (San
Jose, Calif, EUA).

Os leucacitos totais do paciente e individuo controle foram obtidos a partir do
sangue periférico (100 pL, cerca de 0,5-1 x 10° células, por tubo de citometria —
tubos de poliestireno de 5mL com fundo arredondado). Os eritrécitos foram
eliminados através de lise com 2mL de tampao especifico (RBC Lysis Solution,
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QIAGEN), seguindo as especificacdes do fabricante. Apds a lise das hemacias, os
leucécitos foram incubados com solugdo salina tamponada (PBS; do inglés,
phosphate buffered saline) contendo 10% de soro humano AB e 2% de soro fetal
bovino (SFB), durante 10 minutos, para evitar ligagbes ndo especificas. Apds o
“bloqueio”, a cada tubo foi adicionado um conjunto de anticorpos (de forma que as
fluorescéncias nao interferissem na analise) (Quadro 2), sendo incubados por 30
minutos, a 4°C, em ambiente escuro. As células foram entdo lavadas duas vezes em
PBS contendo 2% de SFB, recolhidas em tubos e fixadas em PBS contendo
paraformaldeido (1%) para leitura no citdmetro de fluxo FACS Calibur® (Becton
Dicknson, Sunnyvale, CA, EUA). Para analisar cada populacao celular, iniciamos a
aquisicao dos dados de 10000 eventos através de gates baseados no tamanho
(FSC, do inglés forward scatter) e complexidade (SSC, do inglés side scatter)
correspondentes as células de interesse. Os dados obtidos foram analisados usando
o software FlowdJo (Treestar Inc., Ashlan, OR, EUA). Para cada ensaio foi calculada
a mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés median fluorescence
intensity).

Quadro 2 - Painéis para imunofenotipagem de leucécitos de sangue periférico

FL-1 FL-2 FL-3 FL-4
(FITC) (PE) (PerCP, (APC)
PerCP-
Cy™5.5)
Painel 1 CD3 CD4 CD8 -
Painel 2 CD3 - CD19 -
Painel 3 CD14 MPO - HLA
Painel 4 CD15 MPO CD66b -

FL-1/4: canais ou parametros de fluorescéncia; FITC: fluorescein isothiocyanate; PE:
phycoerythrin; PerCP: peridinin chlorophyll-A protein; PerCP-Cy™5.5: peridinin chlorophyll-A
protein coupled to coupled to cyanine dye Cy™5.5; APC: allophycocyanin.
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4.4 Producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A avaliacao da explosao respiratéria (burst oxidativo) foi realizada conforme
previamente descrito (Bustamante et al., 2011). Para tanto, 100uL de sangue foram
estimulados com forbol-12-meristato-13-acetato (PMA; do inglés phorbol 12-
myristate 13-acetate; 50nM) ou C. albicans (2:1, fungos : fagocitos), além de
amostras de 100pL de sangue que permaneceram nao estimuladas. Os tubos foram
incubados a 37 °C durante 1 hora. Ao término deste periodo, adicionamos 300
ng/mL de dihidrorodamina (DHR) em cada microtubo, exceto ao branco da reacéo, e
as amostras foram incubadas por 10 minutosa 37 °C. As amostras foram
transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL com fundo redondo, lisadas com
tampéo de lise de hemécias conforme descrito acima (seg¢éo 4.2), seguido por 1
lavagem com 500 pL de PBS. Apds a lavagem, o sobrenadante foi descartado e ao
tubo contendo o precipitado de células foram adicionados 400 pyL de PBS contendo
1% de paraformaldeido. As amostras foram analisadas em citdbmetro FACS
Calibur®. A regido de granulocitos e mondcitos foi determinada usando os
parametros FSC e SSC, sendo coletados dados de 10000 e 5000 eventos. Fizemos
a andlise dos dados no software FlowJo. A partir dessa andlise obtivemos a
porcentagem da populacdo celular produtora de H>O, e uma analise

semiquantitativa desse reativo produzida (sugerida pela MFI).

4.5 Ensaio de Linfoproliferacao

Para esta avaliacdo, parte do sangue coletado (8mL) foi diluido
volume/volume em PBS estéril, sendo adicionados vagarosamente em tubo cénico
contendo 10 mL de Ficoll® Paque Plus (GE Healthcare, Chicago, lllinois, EUA). Este
gradiente foi centrifugado e a interface contendo a camada de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC; do inglés, peripheral blood
mononuclear cells) foi coletada, as células transferidas para novos tubos cdnicos e
lavadas duas vezes com PBS para retirada do excesso de Ficoll® Paque. As PBMC
foram quantificadas em camara hemocitométrica, sendo a viabilidade celular
verificada pela utilizacao de azul de trypan 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA).
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Amostras de 2 x 10° PBMC foram distribuidas em placas de 24 pocos e
mantidas em estufa de CO, a 37 °C por 2 horas para aderéncia dos mondcitos as
placas. O sobrenadante das culturas, contendo linfocitos nado-aderentes, foi
separado para o ensaio em questdo. Os linfocitos foram cultivados durante 3 dias
estimulados com fitohemaglutinina (PHA, do inglés Phytohemagglutinin;BD
Horizon™) ou PMA (50nM) juntamente com iondforo de calcio (ionomicina, 2 pg/mL)
ou com C. albicans juntamente com mondécitos (2:1:1) em volume final de 300 pL de
meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino. Um grupo de linfocitos sem
estimulos foi utilizado como parametro de comparacado. Antes de serem colocados
em cultura, os linfécitos foram marcados com 5,6-carboxifluoresceina diacetat
succinimidil éster (CFSE; 5 mM) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), seguindo as
instrucdes do fabricante.

Ap6és os trés dias, a proliferacao dos linfocitos foi analisada por citometria de
fluxo. Imediatamente antes da citometria de fluxo, as células foram marcadas com
anticorpos monoclonais anti-CD4-PE, anti-CD8-PE e anti-CD25-PE-Cy™5.5 (Becton
Dickinson, Mountain View, CA) durante 30 minutos a 4 °C, lavadas 2 vezes com 500
ML de PBS e ressuspendidas em PBS contendo 1% de paraformaldeido. Foram
coletados 10000 eventos em cada amostra para verificagdo do perfil de
linfoproliferacéao a partir da deteccao da fluorescéncia emitida pela CFSE através da

citometria de fluxo.

4.6 Analise Genética

4.6.1 Extracao do DNA genémico

Para identificarmos o defeito genético do paciente, o DNA genémico (DNAQ)
foi extraido utilizando o kit All Prep DNA/RNA (QIAGEN), conforme instru¢cées do
fabricante. A quantidade e qualidade do DNAg foram aferidas
espectrofotometricamente nos comprimentos de onda de 280 nm e 260 nm,
utiizando o espectrofotbmetro Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Apdés a leitura no
espectrofotdmetro, a integridade do DNAg foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) corado com Brometo de Etidio
(Sigma-Aldrich), observado em transluminador UV e os produtos gerados
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comparados ao padrdo de massa molecular High DNA Mass Ladder (Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA).

4.6.2 Amplificacdao dos éxons do STAT1

A amplificagdo e o sequenciamento do gene STAT1 foram realizados em
colaboragédo com o Laboratério de Imunologia Humana da USP, sob a coordenacao
do Prof. Dr. Antonio Condino Neto. Os 22 éxons do gene foram amplificados pela
reacao em cadeia da polimerase (RCP), conforme previamente descrito (Seyama et
al., 1998). Os produtos amplificados foram analisados apds corrida eletroforética em
gel de agarose a 2,5% em tampao TAE, corados com Brometo de Etidio, e os
produtos gerados foram comparados ao padrao de massa molecular Low DNA Mass

Ladder (Life Technologies).

4.6.3 Reacoes de sequenciamento

Para identificacdo das mutacbes no STATT1, a amostra de DNAg, apds ser
amplificada, foi submetidas a reacdes de sequenciamento genético. Para tanto, os
produtos de PCR foram purificados com o Kit GFX PCR DNA e Gel Band Purification
(GE Healthcare, Chicago, lllinois, EUA) conforme as instrugbes do fabricante. As
reacdes de sequenciamento foram realizadas no Centro de Estudos do Genoma
Humano (CEGH) da Universidade de Sao Paulo com o kit DYEnamic ET Dye
Terminator utilizando o MegaBACE 1000, um sistema de andlise de DNA de 96
capilares com a tecnologia GE Healthcare.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias depositadas
no banco de dados de registros de mutacées The Human Gene Mutation Database
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) e Human Genome Variation Society
(http://www.hgvs.org/central-mutation-snp-databases). Para verificarmos se a nova
mutagao nao correspondia a polimorfismo , a mutacdo identificada foi avaliada
utiizando o programa MutationTaster (Schwarz et al., 2010). Além disso, as
sequéncias foram comparadas a sequéncias de DNAg de 1000 individuos controles
saudaveis (banco de dados do CEGH-USP), bem como aos dados disponibilizados
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por Clinical Genomic Database (https://research.nhgri.nih.gov/CGD/) e Public Health
Genomics (https://www.cdc.gov/genomics/default.htm).

4.7 Analise dos resultados

Os dados coletados, quando possivel (e.g. hemograma) foram comparados a
valores de referéncia bem estabelecidos na literatura. Para testes especificos de
funcdo imunolégica, para os quais ainda ndo existem valores de referéncia,
utiizamos uma amostra de individuo sadio para controle do experimento e
parametro de comparagdo com os dados do paciente. Foram realizados
experimentos Unicos em triplicata. Os dados foram plotados no programa Excel
(Microsoft, Redmond, Washington, EUA) para constru¢do das tabelas, e os gréaficos

foram preparados no software Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).



35

5 Resultados

5.1 Relato do caso e manifestacoes clinicas do paciente

Paciente do sexo masculino, natural da cidade de Cod6-MA, com 2 anos e 1
més. Apresentava histérico de lesbGes cutaneas desde o sétimo més de vida,
coincidindo com reacao vacinal a BCG, persistindo até 1 ano. Houve surgimento de
lesbes papulo-eritematosas e pruriginosas na regiao cervical € no colo, tendo sido
parcialmente tratadas com pomada de principio ativo ndo relatado pelos pais. Aos
18 meses suas lesbdes retornaram, desta vez com disseminacdo para a face e
aspecto coalescente formando crostas, amenizadas apds uso de cetoconazol.
Houve progressao de novas lesdes para regides inguinal e ungueal aos 1 ano e 7
meses de vida, o que levou a internacao prévia no interior do estado, de onde foi
encaminhado para os servicos do Hospital Universitario Materno Infantil da
Universidade Federal do Maranhdo. Nao foi constatada consanguinidade entre os
progenitores, assim como histérico familiar de imunodeficiéncia diagnosticada ou
manifestacdes clinicas semelhantes. Seu histérico clinico apresenta quadros
respiratérios, incluindo infecgdes das vias aéreas superiores, asma e pneumonias,
sendo a primeira aos 45 dias de vida. Infeccdo urinaria e piodermite levaram-no a
uma internacao aos 2 meses, sendo constatada perda ponderal. Seus antecedentes
patolégicos também incluem antibioticoterapia com oxacilina endovenosa e
azitromicina.

Ao exame fisico no servico do Hospital Universitario Materno Infantil, o
paciente esteve distréfico, apatico, com multiplas lesdes cutaneas e cicatriz de BCG.
Foram constatados atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, hepatomegalia e
linfonodos presentes, além da constatagdo de atraso na vacinagédo e alimentagéao
inadequada. Além de lesbes dos tipos crostosas, papulo-eritematosas, purpura
coalescentes e descamativas nas unhas, pele e couro cabeludo, sinais de
candidiase oral estiveram evidentes (Figura 2). Com a investigacdao microbiologica a
partir do raspado das lesées, foi observado a presenca de bactérias gram-positivas,
leveduras e pseudo-hifas da espécie Candida lusitaneae, considerada rara na
pratica clinica (Quadro 3).
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Quadro 3 — Microrganismos isolados durante o periodo de internacédo do paciente

Agentes Etioldgicos Origem
Candida albicans Raspado de lesdo crostosa
Candida lusitaniae Raspado de lesdo crostosa
Bacilo de Koch (BAAR) Secrecéo traqueal
Klebsiella pneumoniae Swab anal
Pseudomonas aeruginosa Swab nasal
Staphylococcus aureus Hemocultura
Pseudomonas aeruginosa Urocultura

BAAR — Bacilos Alcool-acido Resistentes.

Considerando a extensao e persisténcia dos sintomas, foi estabelecido o
diagnéstico clinico de Candidiase Mucocutanea Croénica (CMC), cujo tratamento
sugerido foi administracdo de triazol (itraconazol), sendo suspensa a administracao
de Nistatina por via topica (Figura 1). Durante a internacao, que teve duracao de 49
dias, o paciente evoluiu com hepatite medicamentosa, infeccdo do trato urinario,
pneumonia de provavel origem fungica, calazio e impetigo bolhoso. Foi tratado com
0s antimicrobianos e recebeu alta com lesdes cutaneas em cicatrizacdo. Nesse
periodo, foram coletadas amostras de sangue para avaliagdes imunofenotipicas,

imunoldgicas funcionais e analise genética.
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Figura 5 — Lesdes cutaneas disseminadas pelo corpo do paciente.

(A) LesOes eritemato-vesicobolhosas com bordas elevadas em crescimento centrifugo distribuidas
pelo tronco; (B) Crostas acastanhadas hipertréficas aderentes na face, couro cabeludo e pavilhdes

auriculares; (C) Lesbes dos membros superiores de aspecto eritematoso; (D) Lesdes nas unhas.

O paciente voltou ao hospital 5 meses depois devido ao reaparecimento das
manifestacbes cutaneas. Ressalta-se que 0 mesmo ndao compareceu ao retorno
previamente marcado para monitorizagao. Estava febril, desnutrido, novamente com
monilia e lesdes crostosas pelo corpo. Iniciou-se nova internagdo para continuidade
da investigagdo para IDP e tratamento com itraconazol, oxacilina e nistatina oral.
Evoluiu com sepse, infeccdo urinaria e diagnostico clinico-laboratorial de

tuberculose, iniciando tratamento com tuberculostaticos.
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Em decorréncia de complicacdes, foi encaminhado a UTI Pediatrica do
Hospital em estado gravissimo, oligoanurico, havendo agravamento do quadro por
insuficiéncia respiratéria e perda de fungédo renal, progredindo sem resposta a
tratamentos dialiticos. Apresentou sangramento nas vias aeéreas, trato oral e
gastrico, ficando hipotenso e bradicardico, em uso de drogas vasoativas. Em
decorréncia das complicacdes causadas pelas infeccbes, principalmente devido a

tuberculose, o paciente veio a ébito aos 3 anos e 3 meses.

5.2 Avaliacao laboratorial e Imunofenotipica

A investigacao soroldgica para antigenos virais apresentou resultados nao-
reagentes para contato com os antigenos testados, HIV, HBS, HVA e HCV. Exames
complementares, também realizados no servico onde o paciente esteve internado,
mostraram marcadores inflamatérios, PCR, C3 e C4, elevados. Anticorpos IgG e IgA
também foram encontrados em titulos aumentados; ao passo que os valores de IgE
estiveram dentro do intervalo de normalidade (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas laboratoriais do paciente.

Marcadores Inflamatérios Anticorpos Sorologias
(mg/dL) (mg/dL)
VR VR
PCR 24,99 0,01-0,28 IgG 1.692 453-916 Anti-HIViell NR
C3 266,8 90-180 IgA 144 20-100 Anti-HBS NR
C4 59,1 10-40 IgE 20 0-24 Anti-HVA NR

Anti-HCV NR
Anti-HCV NR

NR: Nao Reagente; VR: Valor de Referéncia; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; HBS: antigeno

de superficie da hepatite B; HVA: antigeno de superficie da hepatite A; HCV: antigeno de superficie

da hepatite C; PCR: proteina C reativa.

Nos hemogramas que precederam a triagem imunolégica especifica (02/10 e
27/10/2017), observou-se altera¢des, como aumento do numero total de leucdcitos e
no numero de neutréfilos (Tabela 2). Suas populagdes leucocitarias estiveram
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normalizadas no periodo da coleta de sangue para a triagem imunolégica especifica

realizada no presente estudo.

Tabela 2 - Evolugdo dos hemogramas do paciente considerando datas préximas a

coleta para analise imunolégica fenotipica e funcional

Leucograma Resultado Resultado Resultado  Valor de Referéncia’
de 02/10/17 de 27/10/17 de 11/11/17
Leucécitos  13.000/mm3  18.400/mm3 8.410/mms3 5.000-12.000/mms3
Totais
Neutroéfilos 58% 73%(13.432/ 58% 38-74%
(7.540/mm3) mms3) (4.877/mm3) (1.444-8.140/mm?)
Segmentados 58% 73%(13.432/ 58% 37-70%
(7.540/mm3) mms3) (4.877/mm3) (14-7.700/mm3)
Linfécitos 24% 12% 29% 18-48%
Tipicos (3.120/mm3)  (2.208/mm3)  (2.441/mm3) (684-5.280/mm?)
Monécitos 4% 14% 9% 1-12%
(520/mm?3)  (2.576/mm3) (756/mms3) (38-1.320/mm3)
Eosindfilos 14% 0% 3% 0-6%
(1.820/mm3) (0/mma3) (252/mms3) (0-660/mms3)
Basofilos 0% 1% 1% 0-3%
(0/mma3) (184/mms3) (84/mm3) (0-330/mms)

" OLIVEIRA, 2007.

Sendo considerados os valores de aceitacao, as subpopulacdes de linfécitos

estiveram dentro da normalidade. A analise especifica de subpopulacdes de
linfécitos mostrou que todas (CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ e CD19+) estavam no
percentil 10 para a idade do paciente (Tabela 3), diferindo das avaliagdes prévias do

hospital no qual o paciente estava internado.
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Tabela 3 - Subpopulacées de linfcitos do paciente

Subtipos de  Exames VR’ Exames VR'
Linfocitos MIHU GPIH
CD3+ 4.078/mms3 3.701/mms3 1.325/mm3  1.515/mms3
(52,2%) (p90) (54,3%) (p10)
CD4+ 2.057/mm3  1,178-2.086/mm3  747/mm3 789/mms3
(26,3%) (p50-p90) (30%) (p10)
CD8+ 1.740/mm3 1.700/mms3 151/ mm3 453 /mms3
(22,3%) (p90) (0,62%) (p10)
CD19+ - - 368/mm3 631/mm3
(15,1%) (p10)

VR — Valor de Referéncia; MIHU: Unidade materno infantil do Hospital universitario da
UFMA; GPIH: Grupo de Imunologia Humana da UFMA; p10-90: percentis nos quais se
encaixam os valores dos pacientes.

' MORAES-PINTO M et al., 2005

5.3 Avaliacao imunoldégica funcional

Além da variacdo na imunofenotipagem e da producdo de anticorpos nos
exames supracitados, foram observadas alteragbes funcionais da imunidade inata e
adaptativa.

Mesmo apresentando contagens normais ao hemograma, a expressao de
marcadores especificos da resposta de neutréfilos (CD66b) e mondcitos (HLA-DR)
encontrava-se reduzida em relacdo ao controle sadio utilizado (Figura 6).

Figura 6 — Expressdo de CD66b e HLA-DR, respectivamente, em neutrdfilos e

monocitos
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Apos a lise de hemacias e obtencao dos leucécitos totais, as células foram marcadas com anticorpos
anti-CD5 e anti-CD66b (neutréfilos) ou anti-CD14 e anti-HLA-DR (mondécitos) para anélise por

citometria de fluxo.

Avaliando a producado de peroxido de hidrogénio, em reposta ao estimulo
com PMA, os granulécitos do paciente demonstraram-se competentes na ativacao
do sistema NADPH oxidase. Entretanto, fizeram-no de maneira reduzida, se
comparado ao controle sadio (Figura 7A). A producéo do reativo pelos mondcitos do
paciente, cujos valores chegaram a ultrapassar o controle, também comprovam

eficacia no funcionamento do sistema (Figura 7B).

Figura 7 — Producédo de perdxido de hidrogénio por neutréfilos e mondcitos do

paciente
A) B)
300 150 -
Controle
Il Paciente
2004 1004
™ ™
= =
1004 504
0 r 0 T
CD15+CD66b CD14+HLA

Ap6s uma hora de ativacéo in vitro, os leucécitos foram incubados na presenca de 300 ng/mL de
DHR e a producédo de H,O, foi avaliada para granuldcitos (neutréfilos) (A) e monécitos (B), em
resposta ao PMA (50nM) ou C. albicans (2:1). Os resultados estdo expressos pela mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI). NM — Nao Marcado; NE — N&o Estimulado; CA — Candida
albicans; PMA — Forbol Miristato Acetato (do inglés, Phorbol Myristate Acetate).

Ainda, realizou-se a andlise da expressdao da enzima mieloperoxidase,
importante no contexto microbicida destas células. Tanto neutréfilos como mondcitos
do paciente apresentaram expressao reduzida da MPO em comparagao ao controle
Figura 8).
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Figura 8 — Expressao da enzima mieloperoxidase (MPO) em neutréfilos e mondcitos

do paciente
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Apos a lise de hemacias e obtencdo dos leucécitos totais, as células foram marcadas com anticorpos
anti-CD15 e anti-MPO (neutréfilos) ou anti-CD14 e anti-MPO (monécitos). O padrdo de expressao dos
marcadores indicados foi analisado por citometria de fluxo e encontra-se expresso em mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI).

Analisando o aspecto funcional de componentes da imunidade adaptativa,
os resultados demonstraram uma evidente falha na proliferacdo e ativacdo de
linfécitos T CD4+ e CD8+ (Figura 9).
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Figura 9 - Ensaio de Linfoproliferacao
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Apés trés dias de estimulagdo com PHA, PMA+inonomicina ou C. albicans (juntamente com
mondcitos) analisamos a linfoproliferacdo das células CD4+ e CD8+ do paciente. Os ensaios de
proliferacdo foram analisados por citometria de fluxo e os resultados expressam a porcentagem de
proliferacéo das células estimuladas em relagéo as células ndo estimuladas. A ativa¢do dos linfocitos
foi verificada, ainda, a partir da expressao do receptor de IL-2 (CD25), avaliada por citometria de fluxo
e demonstrada em percentual de células ativadas. PHA — Fitohemaglutinina; PMA — Forbol Miristato
Acetato (do inglés, Phorbol Myristate Acetate); IONO — lonomicina. A) Ativacao de linfécitos CD4+; B)
Proliferacéao de Linfécitos CD4+; C) Ativagao de Linfocitos CD8+; D) Proliferagao de Linfécitos CD8+.

5.4 Analise Genética

Pela andlise do gene STATT1, foi identificada mutacdo missense no bracgo
longo do cromossomo 2, havendo substituicdo de uma adenina por uma guanina no
éxon 22 (c.1151A>@). Tal alteragédo resulta em troca de uma lisina por um &cido
glutdmico (p.Lys652Glu, K652E) no dominio SH2 da proteina (Figura 10).
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Figura 10 — Paciente com Candidiase Mucocutdnea Crénica apresenta nova
mutacao no gene STATT
A) c. 1151 A=G
ATC ATT CGC AAT TAC GTC ATG GCT GCT GAG AAT  (Nomal)

ATC ATT CGC AAT TAC |GAA GTC ATG GCT GCT GAG AAT  (Paciente)

4

B) K652E
e maaen (Normal)
ijrn maaen (Paciente)
A) Mutagdo no dominio SH2
| SH2
134 517 488 576 ‘ 683 712
p.Lys 652 Glu

(A) Substituicdo de nucleotideos na posigdo 1151 do gene STAT1, havendo a troca de uma adenina
por uma guanina. (B) Modificacdo de aminoacidos na proteina de uma lisina (Lys) por um &acido
glutdmico (Glu). (C) Representacdao esquematica da proteina STAT1 demonstrando a mutagao
identificada e o dominio no qual se localiza. NTD — Dominio N-terminal (do inglés, N-terminal domain);
CCD — Dominio Coiled-cail, (do inglés, Coiled-coil Domain); DBD — Dominio de Ligagdo ao DNA (do
inglés, DNA binding domain); LD — Dominio de Ligagao a Alfa-hélice (do inglés, Alpha Helical Linker
Domain); SH2 — Dominio SRC Homologo 2 (do inglés, SRC Homology 2); TAD — Dominio de
Transativagao (do inglés, Transactivation Domain).
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6. Discussao

Com o proposito de esclarecer as alteragbes fisioldgicas que levam ao
aparecimento da Candidiase Mucocutanea Crénica (CMC), o trabalho realizado foi
direcionado a triagem imunoldgica de paciente com essa disfuncao, ja diagnosticada
clinicamente. Ademais, conseguimos caracterizar os principais fatores patolégicos
associados, como microrganismos raros, e identificar defeitos imunolédgicos que vao
desde a resposta inata a adaptativa, provenientes de uma mutacao no gene STATT.

A CMC é caracterizada por infeccoes persistentes, que acometem pele e
mucosas, causadas por espécies de fungo do género Candida spp., sendo C.
albicans o principal agente etiolégico da CMC (LI et al., 2017). No caso do paciente,
a espécie Candida lusitanea foi também agente etioldgico fundamental da CMC. A
vista disso, a infeccdo é considerada oportunista e rara, apresentando-se de forma
sisttmica. N&o foram encontrados nas bases de dados SciELO
(http://www.scielo.org) e PubMed PMC® (http://www.pubmed.com) registros e artigos
referentes a infeccao por C. lusitanea como principal patégeno associado a CMC.
Descrever novas manifestacoes clinicas ou mesmo diferentes patégenos, como o
caso aqui apresentado, ajuda na definicado de parametros diagnésticos para estes
pacientes. Dessa forma, existe a possibilidade da infeccao por essa espécie ser um
importante indicador de IDP.

C. lusitanea é sabidamente resistente a anfotericina B, antifungico
amplamente utilizado, sendo necessario uso de triazbis, eficazes no tratamento de
infeccbes causadas pela espécie(HAWKINS & BADDOUR, 2003). Além da
resisténcia do préprio patdgeno, alteracdes fisioldgicas podem dificultar o tratamento
dessas infeccoes, como o declinio da resposta imunolégica, elevando
significativamente o risco de mortalidade (ALTER et al, 2018; NORTON,
SHERWOOD & BENNETT, 2017).

Infecgbes fungicas sdo comuns em pacientes HIV positivos, sendo Candida
sp. um dos agentes etiolégicos de maior importancia clinica para a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (HARTMANN et al, 2016). Os testes sorolégicos
descartaram a possibilidade de SIDA e hepatites virais, o que direcionou a
investigagdo diagnositca para causas relacionadas a falhas intrinsecas do sistema

imune.
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Com base nos resultados de exames realizados no servico onde o0 paciente
foi atendido, as principais alteragdes identificadas estiveram relacionadas ao quadro
infeccioso, como a acentuada leucocitose evidenciada por neutrofilia ao hemograma.
As proteinas do complemento e a proteina C reativa (PCR) também estiveram acima
dos valores de referéncia, o que pode ser associado a resposta inflamatéria
decorrente da resposta a infeccdo ou mesmo do quadro de asma do paciente,
relatado pelos pais (DA COSTA PARAHYBA, 2012; MOSCA, et al. 2011). Apesar
dos diferentes exames analisados, os resultados ndao determinaram a etiologia para
a CMC, levando a realizacao de avaliagdes funcionais dos leucécitos.

Considerando a importancia dos mecanismos de resposta inata frente a
infecgdes fungicas, desde a fagocitose até a produgédo de substancias microbicidas,
os resultados obtidos foram importantes para triar a funcionalidade das primeiras
barreiras de defesa do organismo. Algumas IDPs de fagdcitos, como a deficiéncia
completa de mieloperoxidase (MPO) e falhas no burst oxidativo, podem
comprometer a resposta imune a fungos (WOLACH et al., 2017). Os achados em
relacdo ao burst oxidativo do paciente demonstraram capacidade de ativacao eficaz
frente a um estimulo genérico (PMA) ou a propria Candida, o que ndo ocorre em
deficiéncias de subunidades protéicas do complexo NADPH oxidase (ABRAHAM &
AUBERT et al., 2016).

Em contrapartida, a baixa expressdao de MPO identificada nas células do
paciente pode comprometer mecanismos microbicidas relevantes, como a produgao
e liberagdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs; do inglés, Neutrophil
extracellular traps) (KENNY et al, 2017). Apds a produgé@o de anion superdxido pela
NADPH oxidase, que é convertido pela superoxido desmutase (SOD) em Hz0O,, a
MPO utiliza esses produtos na geracao de reativos capazes de induzir a liberagéo
do material citoplasmatico que compde as NETs para o meio extracelular (KHAN,
ALSAHI & RAHMANI, 2018). Foi demonstrado comprometimento nessa sinalizagao
para o caso estudado, relacionando os sintomas a falhas de resposta inata.

A diminuicdo da marcagao de MPO nas células do paciente em relagao as do
controle pode nao ter influéncia significativa nas manifestagdes clinicas observadas,
uma vez que mesmo com expressao reduzida a enzima pode ter funcao adequada.
Nesse contexto, outros mecanismos, como o eixo IFN-y/IL-12, sdo importantes
reguladores da resposta imune celular a fungos, tanto inata quanto adaptativa. A IL-

12, que possui subunidades com funcdes especificas, é capaz de induzir a resposta
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inflamatéria ao passo que induz a diferenciagdo das linhagens de linfocitos Th1 e
Th17. Estas, por sua vez, produzem IFN-y potencializando a producao de IL-12 e a
resposta imune a organismos intracelulares. A sinalizagcdo dessas citocinas € feita
por receptores transmembranares que ativam as células por vias JAK/STAT (MA et
al., 2015).

A tuberculose (TB) consiste na infeccdo por Mycobacteium tuberculosis com
acometimento dos pulmdes, cuja principal manifestacéo clinica é a tosse persistente,
sintoma evidente principalmente em situagbes de imunocomprometimento
(MHIMBIRA et al., 2017). Células da resposta inata controlam a TB através de agéo
microbicida envolvendo os macréfagos, que tem sua diferenciagcdo e ativacao
mediados por IFN-y. Quando a resposta a TB tem sua integridade mantida, o
equilibrio entre mecanismos de escape da bactéria e sistema imune mantém a
infeccao forma latente, sendo assintomatica (LIU, LIU & GE, 2017).

Desordens nesses mecanismos podem prejudicar a resposta contra fungos
e patdgenos intracelulares. Mutagdes de perda de funcédo no fator de transcrigcéo
STAT1, que fazem parte da cascata de sinalizagdo dos receptores de IFN-y, podem
ocasionar Susceptibilidade Mendeliana a Micobacterioses (MSMD, do inglés
Mendelian Susceptibility to Mycobacteria Diseases) (CASANOVA & ABEL, 2017). A
diminuicdo da sinalizacdo pelo interferon reduz (a atividade fagocitica de
macréfagos, essenciais na eliminagao de micobactérias PEDRAZA-SANCHEZ et al.,
2017). Considerando a importancia de IFN-y na contencao de infec¢des fungicas,
paciente com MSMD também podem ser acometidos por patologias do género
(BUSTAMANTE et al., 2017).

Levando-se em consideracado a relevante relacao entre CMC e deficiéncias
de linfécitos, os ensaios funcionais da imunidade adaptativa foram importantes para
o esclarecimento da base da manifestacao clinica do paciente. Aumento nos titulos
de IgA e IgG comprovam a fungéo efetiva da imunidade humoral, no que diz respeito
a fungdo dos linfécitos B, excluindo a possibilidade de imunodeficiéncia de
anticorpos. Os baixos titulos de IgE foram essenciais para que a hipotese de
Sindrome de Hiper-IgE fosse descartada, visto que a doenga também altera a
resposta imune a fungos e pode se manifestar com quadro clinico semelhante ao da
CMC. Uma vez que a resposta da linfécitos B caracteriza-se dentro da normalidade,
os linfécitos T chamaram atencdo por conta de alteracbes em seu numero e

potencial de resposta.
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Variagbes genéticas nas células T podem comprometer a diferenciacao
dessas células para os perfis Th1 e Th17, fundamentais na resposta fungicida,
sistémica ou de barreiras, respectivamente (PUEL et al., 2012; VOGEL, MILNER &
COOPER, 2015). Apesar da presenga das células T CD3+CD4+ no sangue, as
falhas na sua proliferacdo estdo relacionadas com um potencial de resposta
reduzido frente a fungos. Este tipo de déficit funcional estd associado a mutacdes
em fatores de transcricdo dessas células, como ja foi comprovado em casos de
aumento das fosforilagdes de STAT1 nas células CD4+ (TOUBIANA et a., 2016).

O perfil de linfocitos nas CMC pode nao apresentar alteracdes marcantes nas
contagens total e de subpopulacdes de linfécitos T CD3+. Entretanto, encontramos
poucas células T e B no paciente, o que pode ser justificado pela exaustdo do
sistema de hematopoiese em reposta a seguidas infecgées ou relacionado a falhas
na linfoproliferacdo. Verificou-se esta ultima possibilidade como a desregulacao,
principalmente para células CD4+, do potencial de expansao e multiplicagao celular.
Além disso, a marcagéo para a cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25) encontrava-se
reduzida nas células T CD4+ do paciente, mesmo apds diferentes estimulacdes
(WATERS et al.,, 2017). Desse modo, pode-se verificar uma falha no potencial
funcional das linfocitos T auxiliares do paciente.

De acordo com as manifestacdes clinicas e infecgdes apresentadas pelo
paciente e o perfil de resposta imunoldgica defectivo de linfocitos CD4+, sugerimos
uma falha na sinalizacao do STAT1 como base para o caso. Pela andlise genética,
foi possivel identificar mutacdo missense no éxon 22 do gene STATT (c.1151A>G).
Esta mutacado apresenta reflexo no dominio SH2 da proteina STAT1, uma das
regides responsaveis por regular a funcao celular da proteina e envolvida na fungcao
de fator de transcricdo genética. Ainda, apos a fosforilagdo pela JAK (na posicao
Tyr-701) e dimerizacdo dos mono6meros STAT1, as regidbes SH2 devem estar
paralelamente opostas para adequada ativagdo do fator e transcricdo do material
genético. Mutacdes SH2 podem alterar a estrutura desses monémeros e
consequentemente sua relagdo anti-paralela, modificando as interagdes e o padrao
de ativacao da proteina (STAAB et al, 2013).

Tais alteragdes sao verificadas na estimulacao com interferons, ocasionando
aumento de fosforilagbes em células T em pacientes com mutacbées em SH2 de
STAT1 que caracterizam ganho de funcdo. Genes responsaveis pela produgédo de
IL-27 podem ser mais expressos nesses casos, inibindo a proliferagdo Th17 (FUJIKI
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et al., 2017; MEESILPAVIKKAI et al., 2017). Varia¢des na funcionalidade de STAT-
1 podem levar a fenétipos caracteristicos associados a infecgdes por micobactérias
e fungos, relacionados a alteragcbes na resposta dos leucdcitos aos interferons. Além
das micobactérias, a espécie S. aureus €& comumente identificadas como
causadoras de infec¢des nos pacientes com mutagdes em STATT, que geralmente
acometem o trato respiratério inferior. Em mutag¢des de ganho de funcao, a CMC ¢é a
manifestagdo clinica predominante na maioria dos casos (KAGAWA et al., 2017;
TOUBIANA et. al., 2016). Pedraza-Sanchéz et al. (2017) identificaram mutagao em
STAT1, com comprometimento da produgéo de IFN-y e aumento na produgéo de IL-
12, refletindo sobre a producdo de IL-17 e inibigao Th17. As manifestacoes
envolveram CMC e micobacterioses, assim como os fenétipos descritos para o caso
estudado neste trabalho.

A partir dos achados fenotipicos e funcionais, podemos sugerir que a troca
de aminoacidos no dominio SH2 da proteina STAT1 ocasionou modificacdo nos
mecanismos de fosforilacdo da proteina. Estas alteragbes comprometeram as
fungbes da proteina e a resposta imunoldgicas dependentes dessa sinalizacéo,
como a proliferacao de linfécitos e a ativagao de fagdcitos. Mais uma vez, também,
foi comprovada a relacao das mutacdes neste gene aos casos de CMC, afetando
diversos mecanismos da resposta imune. Entretanto, serdo necessarios estudos de
bioinformatica para determinagcdo das alteracbes especificas na proteina causadas
pela troca de aminoacidos (K652E), visto que a perda do paciente nos impossibilita

de realizar novas analises funcionais in vitro.
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7 Conclusao

Por meio da avaliagdo clinica e a realizacdo de triagem imunoldgica
especifica, foi confirmado o perfil fenotipico de Imunodeficiéncia Primaria em
paciente com Candidiase Mucocutanea Crénica (CMC).

Foi identificada, pela primeira vez, Candida lusitaniae como agente etiologico
principal para a CMC.

Detectamos alteracbes na resposta imune a Candida spp. pela reduzida
atividade da mieloperoxidase de neutrofilos e mondcitos, e falhas na resposta de
proliferacao e ativagao (expressao de CD25) de linfocitos T.

Identificamos uma nova mutacao (c.1151A>G; p.Lys652Glu, K652E) com
reflexo no dominio SH2 da proteina STAT1, justificando os defeitos, mesmo que
brandos, de resposta imune inata e adaptativa frente as infecgdes.
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8 Consideracoes Finais

A partir de investigagbes laboratoriais adequadas, considerando as
manifestagdes clinicas dos pacientes, p6de ser concluido o diagnostico de
Imunodeficiéncia Primaria. Para o caso apresentado, a triagem imunolégica e
analise genética possibilitaram a identificagdo especifica da IDP, ressaltando a
importancia dos sinais de alerta para estas doencgas. Ainda, foi possivel caracterizar
os padrbes fenotipicos de mutagdo ainda ndo documentada de STAT1, gerando
dados relevantes para o meio académico. Com os resultados obtidos, os estudos
sobre IDP no Maranhao foram alavancados, fortalecendo o trabalho realizado pelo
Grupo de Pesquisa em Imunologia Humana (GPIH) da UFMA na identificacdo de
casos de IDPs e educagéo continuada. Por fim, os dados gerados séo relevantes no
ambito da conscientizacdo sobre a identificacdo de IDPs, acrescentando
informagdes com potencial para auxiliar outros profissionais no desenvolvimento e
melhora de investigacdo diagndstica dessas doencas e melhoria da qualidade de

vida desses pacientes.
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ANEXO | — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal do Maranhao

Hospital Universitario — Materno Infantil

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE EESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Diagndstico e Estudo Clinico-Laboratorial de Imunodeficiéncias

Primarias no Estado doMaranhao

Seu filho esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento
abaixo contém todas as informacbes necessarias sobre a pesquisa que
estamos (ou estaremos) fazendo. Leia atentamente. Caso tenha duvidas,
teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, 0 documento seraassinado e so
entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboragdo sera muito importante para

z

nos.

Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum

prejuizo, nem a vocé, nem ao (a) seu (sua) filho (a).

Eu

y BRGo , abaixo assinado (a), concordo de livre e
espontanea vontade que meu (minha) filho (a)
nascido (a) em_/ / , seja voluntario do estudo “Diagndstico e

Estudo Clinico-Laboratorial de Imunodeficiéncias Primarias no Estado do
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Maranhao’. Declaro que obtive todas as informacdes necessarias e que todas

as minhas duvidas foram esclarecidas.

Estou ciente de que:

D)

1)

1)

V)

V)

VI)

VII)

VIIN)

X)

X)

O estudo é necessario para que se possam desenvolver exames diagnosticos
e tratamentos para o mau ou nao funcionamento do sistema imunolégico
(sistema de “defesa” do organismo Contra infecgbes), doengas chamadas de
imunodeficiéncias primarias;

Sera feita uma coleta de 5 a 15 mL de sangue, num periodo de 1 més do (a)
meu (minha) filho (a). Os riscos da retirada de sangue sdo: hematoma local
(“rouxidao"), algum desconforto e, raramente, tontura;

A participagao neste estudo ndo tem fins terapéuticos e sera sem custo algum
para mim;

Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de dar qualquer explicacao;

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho
(a), nem interferira no atendimento ou tratamento médico a que ele (ela)
estiver sendo submetido (a);

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas
concordo em que sejam divulgados em publicacées cientificas, desde que
nem o meu nome, nem o de meu filho sejam mencionados;

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

Poderei contatar a Secretaria da Comissao de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos — UFMA - no Fone 3272-8708 (e-mail: cepufma@ufma.br) ou Dr.

Paulo Vitor Soeiro Pereira no fone 8346-9996 (e-mail: pereirapvs@gmail.com)

para duvidas, recursos ou reclamacdes em relagao ao presente estudo.
Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que
autorizado pela Comissdo de Etica desta Instituicdo e pelo responsavel por
esta pesquisa. Caso minha manifestacao seja positiva, poderei retirar essa
autorizacdo a qualquer momento sem qualquer prejuizo a mim ou ao meu
(minha) filho (a).

() Simou () Nao
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XI) O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre Esclarecido —
TCLE- apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

X1y O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua
assinatura na ultima pagina do referido Termo.

XII) Resolugdo 196/96 - Estou recebendo uma cépia deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido;

OBS: Assinalar abaixo com (x):

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
( ) Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Sao Luis, de de 20 .

( ) Paciente / ( ) Responsavel

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha2:_

Nome / RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto:

Prof. Dr. Paulo Vitor Soeiro Pereira

Departamento de Patologia — UFMA



