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RESUMO

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

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

Palavras-chave: infeccoes flingicas; micoses sist€micas; erros inatos da imunidade; anélise

integrativa; Transcriptoma.



ABSTRACT

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

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

Palavras-chave: fungal infections; systemic mycoses; inborn errors of immunity; integrative
analysis; transcriptome.
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1 INTRODUCAO

1.1 Panorama da resposta imune a fungos

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

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

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

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

Sucede-se apds o reconhecimento dos PAMPs acima citados, a deflagracdo de vias e
cascatas de sinalizacdo subsequentes. Para isso, ocorre o envolvimento de enzimas quinases,
moléculas intermediarias e fatores de transcricdo, tais quais IRAK (do inglés Interleukin
receptor-associated kinase), MAPK (do inglés Mitogen-activated protein kinase), CARD9 (do
inglés caspase activation and recruitment domain-containing 9), MyD88 (do inglés Myeloid
differentiation primary response 88), TRAFs (do inglés TNF receptor-associated factors),
TRIFs (do inglés TIR-domain-containing-adapter-inducing interferon [3), NF-»B (do inglés
nuclear factor-xB) e IRF (do inglé€s interferon regulatory factor)®>. Estas e outras vias
desencadeiam respostas sitio-especificas e sist€émicas, que estao relacionadas com produgao de
Interferons (IFNs) do tipo I e II, polarizacdo de linfocitos para perfis T auxiliares (Th, do inglés
T helper) Thl e Th17, produgdo de citocinas pré-inflamatdrias, tais quais TNF-a., IL-6, IL-1f3,

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

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

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

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

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

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

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

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

imune.

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

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

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

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

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

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

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

linfécitos T'.

1.2 Estudo e caracterizacao de Erros Inatos da Imunidade

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

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

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

Apesar de uma prevaléncia estimada elevada, inumeros pacientes permanecem sem
diagnostico ou sdo diagnosticados tardiamente, durante intercorréncias associadas
principalmente a infeccdes graves ou complicacOes relacionadas, fator causado pela
heterogeneidade das manifestacdes clinicas, acesso limitado a exames diagndsticos e
deficiéncia na educagdo médica®. Em relacdo a este ultimo, de acordo com pesquisa
desenvolvida em 2013 pelo Brazilian Group for Immunodeficiency (BRAGID)*, de 3047
pediatras consultados, 97% destes haviam atendido paciente com infeccdes de repeticdo,
entretanto apenas 63% suspeitaram e realizaram avaliagdes para EII, sendo que somente 50%
destes conheciam imunologistas para encaminhar os pacientes?.

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

doencas circulantes (Tabela 1).

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

Condicdes

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

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

7. Asma grave, doenca do coldgeno ou doenga autoimune

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

9. Fendtipo clinico sugestivo de sindrome associada a Imunodeficiéncia

10. Historia familiar de imunodeficiéncia

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

consequéncia celular intrinseca dessas alteracdes*.

1.3 Micoses sistémicas e Erros Inatos da Imunidade

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

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

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

observado na Figura 2, abaixo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

apresentados por estes individuos.
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CAPITULO 1 - REDE DE INTERACAO DAS VIAS DE SINALIZACAO DE
INTERFERON E DO RECEPTOR DO TIPO TOLL NA RESPOSTA IMUNE ANTI-
CANDIDA.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

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

andlise integrativa de dados publicos de transcriptoma humano.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar genes e vias em desregulacdo apds condicao de infec¢ao por Candida spp.;
e Analisar o padrio do transcriptoma em distintas camadas do sistema imunoldgico;
e Verificar graus de correlacdo entre vias desreguladas;

e Correlacionar dados encontrados com EII descritos associados a infec¢do fungica.
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3 METODOS

3.1 Selecao de dados de sequenciamento publicos

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

critérios e foram incluidos no estudo (Tabela 2).

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

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

Sieber & Kdmmer e cols.

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

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

Dendpritic Cells.

3.2 Analise de expressao diferencial

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

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

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

significativo.

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

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

com as especificagdes dos desenvolvedores.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.6 Redes de interacao proteina-proteina

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

arquivo SVG e finalizadas no Adobe Illustrator 2021.

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

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

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

GSE42606.

3.8 Analise de interferoma

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

estabelecidos pelo desenvolvedores do software™.
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4 RESULTADOS

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

celulares

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

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

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

g).



Grupo de células

o e

UMAP_2
o
g &

-10 5 0 5
UMAP_1

Controle

-10 5 0 5
UMAP_1

C. albicans

5
UMAP_1

e
Controle"“’...."' .

Degranulagao de neutréfilos .‘

d Sinalizagao de Interleucinas
oengas infecciosas

Infecgé@o lrpor Influenza

Cascatas de sinalizagao da familia MAPK
Sinalizagéo de Interferon

Cascatas de receptor do tipo Toll

Sinalizagdo de TCR

Processo de aprezentagao cruzada de antigeno
Receptor de Lectina tipo C (CLRs)

Sinalizacdo downstream de TCR

Gt gones  piadiunt Sinalizacéo de Interleucina-1
® < Sinalizagao de CLEC7A (Dectina-1)
@ onee Sinalizagdo de Interleucina-4 e Interleucina-13
@ Sinalizagéo de Interferon-gamma
@~ 2001 Fagocitose dependente de FCGR

Sinalizagao de Interferon alfa/beta

Sinalizagao da familia Interleucina-12
Coestimulagéo pela familia CD28

Sinalizagao de Interleucina-17

Mecanismo antiviral ISG15

Sinalizagédo de Interleucina-10

Expresséo de gene e proteina por sinalizagdo JAK-STAT apos IL-12
Sinalizagdo da familia IL-2

Produgdo de ROS e RNS em fagdcitos
Sinalizagao de TNF

Sinalizagdo de DAP12

Sinalizagdo de via NOD1/2

Fosforilagdo de CD3 e cadeia zeta de TCR
Sinalizagdo de PD-1

Translocagao de ZAP-70 para sinapse imunoldgica
Doengas associadas a cascata de sinalizagdo TLR
Inflamassomas

Sinalizagdo de CD209 (DC-SIGN)

Sinalizagdo de Interleucina-6

28

dotplot de ORA
L)
(]
[
o
o
(J
[
o
[ 4
°
[
(4
(4
(d
[ ]
(
®
[
[
[ ]
°
°
°
L]
[ ]
[ ]
°
L]
[ ]
°
L]
0.00 003 006 0.09
Taxa de Genes
NES

Calb/cans'.“... . ..‘

M7 M10

f M1

Sinalizagao de Interferon- _

M3 M6 M1I3 M5 M9 M8 M4 MI11T M1

9 M2

Cascatas de sinalizacéo por

Sinalizagao de Interleukinas - - ;
¢ receptor do tipo Toll

Degranulagéo de neutrofilos - -
Necrose regulada por RIPK - .

Inducéo de Interferon alfa mediada
por DDX58/IFIH1

Sinalizagao do receptor de GH-
Sinalizagao de apoptose ativada por

via extrinseca de caspase

Cascatas de receptor do tipo Toll-

Ligacao do receptor do fator 1 de butirato -

Apresentacdo de antigeno mediada por MHC-1-

Dominio de ligagdo de nucleotideo....

Sinalizagéo de TNF-

Detoxificacéo de
Espécies Reativas de Oxigénio

5

Doengas associadas a sinalizagdo TLR"
i Senescéncia celular-
3 Sinalizag&o de Interferon-

Regulacao do metabolismo de lipidios-

5 10 15 20
-log10 adj.pvalor

Coestimulo pela familia CD28-

0 1

2 -1

10

Sinalizacao de Interleukinas- _

15 2
-log10 adj.pvalor

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

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

ativados por C. albicans

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

tipo I/I1 (Figura 4c).
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Figura 4. C. albicans ativa genes comuns associados a TLR e IFN em leucdcitos do sangue periférico. a,
Agrupamento hierdrquico das 44 DEGs comuns demonstrando os niveis de expressdo génica apresentados nos
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latentes comuns e especificos em todos os estudos, contendo genes que apresentam cargas positivas e negativas
que variam de — 1 a 1. ¢, GOplot de vias imunolégicas enriquecidas e seus respectivos genes associados.

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

Levando em consideracdo a importancia das DCs no contexto da imunidade a fungos,
acrescentamos em nossas andlises os datasets publicos associados a moDCs GSE77969%!, E-
MTAB-135% e E-MTAB-751%. A andlise de intersecdo permitiu verificar que cada grupo
celular (WBCs, PBMCs e moDCs) partilhava entre si uma quantidade substancial de DEGs:
123, 223 e 57, respectivamente. Entretanto, quando comparados todos os grupos, apenas 2
DEGs (DUSPS5 e PIM1) em comum estavam desregulados posterior a infecc¢do por C. albicans
(Figura 5a-d).

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

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

coloridos representam a localizag@o celular dos genes.

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

de TLR e IFN

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

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

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

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

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

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

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

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

espécies de Candida nao-albicans

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

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

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

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

de TLR e IFN

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

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

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

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

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

microarray, RNAseq e sequenciamento de células inicas

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

agrupamentos (Figura 12¢), conforme demonstrado anteriormente por microarray € RNAseq.
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Figura 12. DEGs associados a vias de sinalizacao TLR e IFN presentes entre datasets de microarray, RNAseq
e scRNAseq. a, Mapa de calor usando valores de expressido de DEGs oriundos de scRNAseg e também presentes
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“If you have committed all things to impacting a life at a time, or impacting a community or
society, then welcome to a life of significance.”
Sunday Adelaja.
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CAPITULO 2 - INVESTIGACAO DE PACIENTES COM SUSCETIBILIDADE A
INFECCOES FUNGICAS SISTEMICAS.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Investigar pacientes brasileiros acometidos por micoses recorrentes de aspecto sistémico,

visando caracterizacdo laboratorial e genética desses pacientes.

5.2 Objetivos especificos

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

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

e Investigar variantes patogénicas associadas a susceptibilidade a infecgdes fungicas.
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ANEXO A - Genes descritos associados a suscetibilidade a candidiase

Genes descritos associados a suscetibilidade a candidiase

Lista de Autores Digital Object Identifier (DOI)
genes
ADA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
AICDA Leven et al. (2016) 10.1007/s10875-016-0291-4
ATM Schroeder & Zielen (2014) 10.1002/ppul 22817
BTK Xu et al. (2016) 10.21037/jtd.2016.10.12
CARD9 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
CD25 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
CD40 Marques et al. (2012) 10.1016/j.jac1.2011.10.026
CLEC7A Ferwerda et al. (2009) 10.1056/nejmoa0901053
10.1016/b978-0-12-800100-4.00004-
COROI1A Notarangelo (2014) 0
CYBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
DOCK?2 Alosaimi et al. (2019) 10.1016/j.jac1.2019.02.020
DOCKS Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
G6PD Sanna et al. (2017) 10.4084/mjhid.2017.047
GATA2 Spinner et al. (2014) 10.1182/blood-2013-07-515528
IFNG Doffinger et al. (2004) 10.1086/380453
IFNGRI1 Bustamante et al. (2014) 10.1016/j.smim.2014.09.008
IKBA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
IL12B Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
IL17RA Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
IL7RA Lev et al. (2019) 10.3389/fimmu.2019.01672
IRF8 Bustamante et al. (2014) 10.1016/j.smim.2014.09.008
10.1016/b978-0-12-801238-3.96116-
ISG15 Kalvakolanu et al. (2017) 6
ITGB2 Parvaneh et al. (2010) 10.1007/s10875-010-9433-2
JAGNI1 Khandagalel et al. (2018) 10.1002/j1b.4a0118-030rr
JAK1 Eletto et al. (2016) 10.1038/ncomms 13992
JAK3 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
MAPKS8 Lietal. (2019) 10.1126/sciimmunol.aax7965
NCF1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
NEMO Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
NFKB1 Lorenzini et al. (2020) 10.1016/j.jac1.2019.11.051
PIK3CD Rodriquez et al. (2019) 10.1084/jem.20190678
PRF1 D. Capalbo et al. (2012) 10.3275/8055
STATI1 Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031
TRAF3IP2 Bhattad et al. (2019) 10.1007/s10875-019-00664-x
CYBB Lanternier et al. (2013) 10.1097/mop.0000000000000031



RFXANK Lanternier et al. (2013)
RFXAP Lanternier et al. (2013)
AIRE Lanternier et al. (2013)

AK?2 Hoenig et al. (2017)

BCL10 Tangye & Al-Herz et al. (2020)
CD3D Saint-Basile et al. (2004)
CD3E Saint-Basile et al. (2004)
CD3G Lee et al. (2019)
CD3Z Christopoulos et al. (2015)
CD40LG Marques et al. (2012)
CHD7 Wong et al. (2015)
CIITA Lanternier et al. (2013)
CYBCl1 Arnadottir et al. (2018)
DCLREIB Caba, Gug & Gorduza (2020)
DCLREIC Felgentreff et al. (2015)
DKC1 Cossu et al. (2002)
ELA2 Lanternier et al. (2013)
EPGS5 Tangye & Al-Herz et al. (2020)
HAX1 Lanternier et al. (2013)
IFNGR2 Bandari et al. (2019)
IL12RB1 de Beaucoudrey et al. (2010)
IL17F Lanternier et al. (2013)
IL17RC Ling et al. (2017)
IL2RG Lanternier et al. (2013)
INO8O0 De La Morena (2016)
LCK Ballas et al. (1998)
LIG4 Boone et al. (2019)
LRBA Géamez-Diaz et al. (2016)
MAGTI1 Lanternier et al. (2013)
MPO Lehrer & Cline et al. (1969)
MSH6 De La Morena (2016)
MSTI1 Lanternier et al. (2013)
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NCF2 Lanternier et al. (2013)
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NHEJ1 De La Morena (2016)
ORAI1 Feske, Picard & Fischer (2010)
PMS2 Tesch et al. (2018)
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PRKDC Mathieu et al. (2015)
Lionakis, Netea & Holland
PTPRC (2014)
RAGI1 Lanternier et al. (2013)

10.1097/mop.000000000000003 1
10.1097/mop.000000000000003 1
10.1097/mop.000000000000003 1

10.1182/blood-2016-11-745638
10.1007/s10875-019-00737-x
10.1172/jci22588
10.1172/jci22588
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RFX5

RMRP
RORC
SLC37A4
SPPL2A
STAT3
STIM1
STK4
TBX1
TCRA
TERT
TINF2

TYK2
UNCI119
UNG
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WHN
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ZNF341
IL12RB2
IL23R
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Lanternier et al. (2013)
Makitie, Pukkala & Kaitila
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Lanternier et al. (2013)
Graham Davies (2013)
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(2014)
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Fungal infections represent a major global health problem affecting over a billion people that kills
more than 1.5 million annually. In this study, we employed an integrative approach to reveal the
landscape of the human immune responses to Candida spp. through meta-analysis of microarray,
bulk, and single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) data for the blood transcriptome. We identified
across these different studies a consistent interconnected network interplay of signaling molecules
involved in both Toll-like receptor (TLR) and interferon (IFN) signaling cascades that is activated

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

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

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

Introduction

More than 15 months after the outbreak of the novel COVID-19 in Wuhan, China (1-3), approximately
122 million confirmed cases of COVID-19 and more than 2.7 million deaths have been reported worldwide
(4). The clinical spectrum of COVID-19 ranges from asymptomatic to severe pulmonary disease, leading
to acute respiratory distress syndrome (5, 6). Enhanced expression of the angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2), the SARS-CoV-2 entry receptor (7), and dysregulation of the immune response likely contribute
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Neutrophils are produced in the BM in a process called granulopoiesis, in which progenitor cells
sequentially develop into mature neutrophils. During the developmental process, which is finely
regulated by distinct transcription factors, neutrophils acquire the ability to exit the BM, properly
distribute throughout the body, and migrate to infection sites. Previous studies have demonstrated
that CD40 ligand (CD40L) influences hematopoiesis and granulopoiesis. Here, we investigate

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

Introduction

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

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

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

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