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RESUMO

Realizar uma comparacao das caracteristicas clinicas e laboratoriais em pacientes com
suspeita clinica de Criopirinopatia que ndo apresentam mutagdo germinativa. Destacar os
achados clinicos, laboratoriais e genéticos dos pacientes com a mutacdo no gene CIASI,
diferenciando as mutagdes germinativas das somaticas. Estudo tipo coorte transversal feito
com 104 pacientes com doengas autoinflamatorias, a fim de identificar os que efetivamente
possuiam suspeita clinica de Criopirinopatia, sendo esses acompanhados em diferentes
centros de reumatologia do Brasil. Os dados foram obtidos através da metodologia de
sequenciamento de segunda geragdo com tabulagdo dos resultados, resumindo as
caracteristicas clinicas e laboratoriais encontradas, correlacionando-as com os dados
genéticos. Dos 104 pacientes estudados com doengas autoinflamatorias, 37 apresentaram
suspeita clinica para Criopirinopatia, mas sem mutagdo germinativa em CIAS1. Desses 37
pacientes, 06 (17%) apresentaram mutacao somatica confirmada neste gene. Conclui-se com o
trabalho a importancia de realizar o sequenciamento genético de segunda geracdo em
pacientes com sindromes auto inflamatorias e sem diagnostico definido para captagdo de

variantes de nivel somatico.

Palavras-chave: CIAS1. NLRP3. Criopirinopatias. Muta¢do Somadtica. Perfil Clinico e

Laboratorial.



ABSTRACT

To perform a comparison of clinical and laboratory characteristics in patients with
clinical suspicion of Cryopyrinopathy and without presenting a germ mutation. To highlight
the clinical, laboratory and genetic findings of the patients with the mutation in the CIAS1
gene, differentiating the germinative mutations from the somatic ones. A cross-sectional study
was carried out with 104 patients followed at different rheumatology centers in Brazil and
with clinical suspicion of cryopyrinopathy. The data were obtained through the second
generation sequencing methodology with tabulation of the results, summarizing the clinical
and laboratory characteristics found, correlating them with the genetic data. Of the 37 patients
with suspected Cryopyrinopathy without germ mutation in CIASI, 06 (17%) presented a
confirmed somatic mutation in this gene. It is concluded with the work the importance of
performing the second-generation genetic sequencing in patients with auto-inflammatory

syndromes and with no definite diagnosis for the uptake of somatic level variants.

Key Words: CIAS1. NLRP3. Cryopyrinopathies. Somatic Mutation. Clinical and Laboratory
Profile.
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1 INTRODUCAO

Sindromes anti-inflamatorias (Al), também conhecidas como sindromes hereditarias
de febre periddica, sdo doengas raras, caracterizadas por episddios de febre associados a
sintomas sistémicos. Além da febre, as principais manifestagdes clinicas de paciente
portadores de AIS sdo combinagdes variadas de artrite, serosite, inflamacdo ocular,
inflamacdo no sistema nervoso central e rash cutdneo. Pacientes ndo diagnosticados
precocemente e, dessa forma, sem o tratamento adequado, podem adquirir algumas
complicacdes graves como amiloidose secunddria, bem como lesdes permanentes em

articulagdes e sistema nervoso !~

Em sua grande maioria, essas sindromes afetam moléculas da imunidade inata e sdo
monogenicas, ou seja, sdo causadas por alteragdes genéticas em um Unico gene, sendo essas
alteracdes também conhecidas como disturbios Mendelianos. Estas se diferenciam das
doengas autoimunes cladssicas por nao causarem disturbios nos elementos da imunidade
adaptativa (linfocitos T ou B), ndo sendo observados auto-anticorpos circulantes ou linfocitos
T auto-reativos. As interleucinas (IL) pro-inflamatoérias possuem também um papel central em

sua etiopatogenia®.

Recentes estudos permitiram avangos no entendimento molecular dos mecanismos de
inflamacdo, bem como na identificacdo de alteragdes genéticas implicadas na génese dessas

doencas’.

Dentre estes avangos, destaca-se a caracterizagdo do inflamassomo, um complexo de
proteinas intracelulares que reconhece patdgenos ou dano celular e regula a transformagao das

formas inativas de IL1B e IL18 em suas formas ativas, modulando a resposta inflamatoria’.

Mutagdes no gene NLRP3, que codifica NALP3, também chamada de criopirina,
levam a doencas do grupo de criopirinopatias. As criopirinopatias sdo doengas autossomicas
dominantes causadas por mutacdes no gene NLRP3 (também chamado de CIASI). O CIASI
possui 9 exons e esta localizado na regido cromossomica 1g44, codificando uma proteina

chamada criopirina, responsavel pela regulacdo da inflamacao e da apoptose.
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Essa proteina se expressa em neutrofilos, mondcitos e condrocitos. Alteragdes na
criopirina causam producdo persistente de IL1p e ativacdo de fatores de transcri¢do, como o

fator nuclear kB (NF-kB), provocando uma resposta inflamatdria excessiva®!2.

Ha trés criopirinopatias que representam gravidade: a doenga inflamatoria
multissistémica de inicio neonatal (NOMID/CINCA), a sindrome de Mucke-Wells (MWS) ¢ a

urticaria familiar associada ao frio (FCAS) 1314,

A FCAS ¢ a criopirinopatia menos grave, seguida pela MWS. No extremo de maior

gravidade clinica se encontra NOMID'>-14,

As trés sindromes deste espectro clinico se caracterizam por febre e rash cutaneo
urticariforme ndo pruriginoso e se iniciam na infancia (ou apo6s a segunda década de vida na
MWS). Podem apresentar também conjuntivite (FCAS, MWS), uveite (CINCA), surdez
neurossensorial (MWS, CINCA), amiloidose sistémica (FCAS, MWS, CINCA), precipitagao
do surto pela exposi¢do ao frio (FCAS), envolvimento do sistema nervoso central incluindo
neurite Optica, papiledema, meningite cronica asséptica, déficit do desenvolvimento
neuropsicomotor (CINCA), dismorfia facial (CINCA), artralgia ou artrite (FCAS, MWS) e

aumento do volume dsseo por displasia osteocartilaginosa (CINCA) 1314,

O reconhecimento da elevada producdo de IL-1 nesses pacientes levou a introducao
dos antagonistas de IL-1 (anakinra, canaquinumabe e rilonacept), que modificaram,
consideravelmente, o prognostico desses pacientes. Dentre eles, apenas o canaquinumabe esta
disponivel no Brasil. Esses agentes suprimem todas as manifestagdes clinicas e revertem

algumas das alteragdes no sistema nervoso central'*14,

Apesar dos avancos no entendimento das causas das sindromes autoinflamatorias,
mutagdes germinativas em CIAS] sdo encontradas em apenas 30 a 60% dos pacientes com
achados clinicos compativeis com criopirinopatia®!®>. Uma possivel explicagdo para esse fato
seria a existéncia de outras causas genéticas, ainda nao descobertas, que poderiam simular

uma criopirinopatia'®!%,

Porém, dois estudos recentes de Saito e Tanaka, utilizados como base para elaboragao
desse estudo, demonstraram que até 70% dos pacientes com quadro clinico de criopirinopatia,
mas sem mutacdo germinativa em CIASI possuem, na verdade, mutagdes somadticas nesse

mesmo gene, presentes em um percentual de 4 a 35% das células sanguineas'®'8,
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Para uma maior compreensdo, por mosaicismo somatico, entende-se a presenca de
mutacdes de DNA presentes apenas em determinados tecidos ou células, mas ndo em todo o

organismo, como & visto em muta¢des germinativas'®2’.

Esse achado implica que o método de sequenciamento de primeira geracao (Sanger)
mais amplamente utilizados para diagndstico das criopirinopatias, ndo ¢ adequado, tendo em
vista que dependerd da qualidade da sequéncia, capacidade e tempo disponivel do analista.

Além disso, ¢ incapaz de detectar variantes de frequéncia inferior a 20%'%-%°.

A alternativa para deteccdo de variantes dessa natureza € o sequenciamento de
segunda geragao que, dependendo da técnica e plataforma empregada, pode detectar variantes
germinativas e somaticas presentes em frequéncias tdo baixas quanto 3 a 5% com alta

especificidade 2.

1.1 JUSTIFICATIVA

Atualmente, mutagdes em CIAS! sdo identificadas em apenas 55 a 60% dos pacientes
com achados clinicos compativeis com uma criopirinopatia. Artigos recentes indicam que até
70% desses pacientes podem portar mutacdes somaticas em CIAS1, presentes em cerca de 4 a
35% das células sanguineas. Até o presente momento, ndo existem dados brasileiros sobre a

prevaléncia de variantes somaticas em CIASI.
1.2 OBJETIVOS

O presente estudo elencou, como ponto principal, definir a frequéncia de mutagdes
somaticas em CIAS1 em pacientes com achados clinicos compativeis com uma
criopirinopatia, mas sem mutagdes germinativas nesse gene, bem como também compara as

caracteristicas clinicas e laboratoriais entre pacientes com mutagdes germinativas e somaticas

em CIAS].
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2 CASUISTICA E METODOS

O estudo seguiu o seguinte fluxograma:

Figura 1 - Fluxograma Geral

Abordagem 1nicial: Assinatura do
Termo de Consentimento Informado

Coleta de Dados Clinicos e

Laboratoriais
I 1
r ; - ~ .
Preenchimento dos Critérios de Exclusio do Estudo:
Inclusao Acompanhamento Clinico nos
& J e .
Ambulatorios de Oricem
p- — . N
Analise Genética
. J

Fonte: O Autor (2017)

Foi realizado um estudo do tipo corte transversal com pacientes de diferentes centros
de reumatologia no Brasil. A populacao do estudo baseou-se em pacientes que apresentaram
suspeita clinica de apresentaram criopirinopatias, mas sem muta¢do germinativa,

acompanhados nestes centros.

Como critérios de inclusdo foram estudadas varidveis biologicas como sexo e idade,

além de caracteristicas clinicas, laboratoriais e genéticas.

Os pacientes selecionados foram identificados e foi solicitada a autorizacdo de
utilizacdo de seus prontudrios a partir do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1) para que fossem utilizados seus dados. Apos avaliacao de critérios de inclusdo, os
prontudrios dos pacientes foram analisados de acordo com dados clinicos, laboratoriais e

genéticos.

Cento e quatro pacientes foram selecionados, dentre eles, 52% eram do sexo
masculino e 48% eram do sexo feminino, com média de idade 12,5 anos e em grande maioria
localizados na Regido Sudeste e Sul (51,92% / 25,92%) e em pequena parte na Regido
Nordeste e Centro-oeste (17,3% / 2,88%), como demostra a tabela 1 abaixo. Nao houve

pacientes avaliados da regido norte do pais.
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Tabela 1 - Relacdo Sexo, Idade e Localizacao da Coorte

Relac¢io Sexo, Idade e Localizacao da Coorte

Y%
Masc. 54 52% Média de Idade
Sexo 12,5 anos
Fem. 50 48%
Y% Y%
RJ 13 12,50% GO 2 1,92%
Localizac¢ao SP 37 35,58% BA 3 2,88%
por estado MG 3 2,88% PB 2 1,92%
PR 16 15,38% DF 1 0,96%
RS 9 8,65% ES 1 0,96%
PE 6 5,77% SC 2 1,92%
CE 7 6,73%

Fonte: O Autor (2017)

Os dados foram coletados no periodo entre novembro de 2015 a maio de 2016. Os
responsaveis pelas criancas que preencheram os critérios de inclusdo foram convidados a
participar do estudo e assinara o termo de consentimento livre e esclarecido. Os dados
coletados foram agrupados em planilha Excel e a anélise descritiva realizada no Epilnfo 3.5.2,
envolvendo a distribui¢do de frequéncia para as varidveis categoricas ¢ medidas de tendéncia

central para as variaveis continuas.

2.1 PROTOCOLO DE AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DAS
CRIOPIRINOPATIAS

O estudo teve como base o preenchimento de um protocolo de coleta de dados clinicos
e demograficos (Anexo 2). Sendo analisados dados referentes as caracteristicas demograficas,

manifestagdes clinicas e laboratoriais, evolucao, assim como a terapéutica utilizada.

Os principais exames complementares realizados na rotina do seguimento

ambulatorial desses pacientes também foram avaliados.
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2.2 AVALIACAO GENETICA DAS SINDROMES AUTO INFLAMATORIAS

Os pacientes que se enquadraram nos critérios estabelecidos no Protocolo de avaliagao
clinica e laboratorial das criopirinopatias para uma das criopirinopatias, tiveram o gene CIAS/

sequenciado por técnicas 2% geragoes.

2.3 PURIFICACAO DE DNA GENOMICO

DNA gendmico foi extraido do sangue total utilizando QIAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN), de acordo com as instrugdes do fabricante.

2.4 OLIGONUCLEOTIDEOS E CONDICOES DE PCR

As regides exoOnicas do gene NLRP3 foram amplificadas por PCR convencional

utilizando os primers listados na tabela 2.

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 13 pl utilizando-se da
GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega), com protocolo adaptado, utilizando os seguintes
volumes: 6 pl da GoTag® Hot Start Polymerase, 4 pul de H>O Ultrapura, 1 pl do Upstream
primer, 1 ul do Downstream primer e por fim 1 ul do DNA Template.

As condigdes de termociclagem para amplificar o gene CIAS! serdo: 2 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 60°C por 30 seg, 72°C por 45 seg e uma extensao

adicional de 72°C por 5 min.

Tabela 2 - Primers utilizados para o sequenciamento de CIASI.

EXON FORWARD REVERSE

1 5-GGCTGGTCTTGAATTCCTCA-3" 5-AGGTTGCAGTGAGCCAAGAT-3'

2 5'-GCTCCCAACCAGACTTTTGA-3'" 5-GACTGCAAGAGCCACACAAA-3

3a  5-GTTACCACTCGCTTCCGATG-3" 5-CCTCGTTCTCCTGAATCAGAC-3'

3b 5-CATGTGGAGATCCTGGGTTT-3"' 5-GCTGTGGCAACAGTATTTGG-3'

4 S'-CGGAAGGCATTTCTCTGAAC-3' 5-AAGAAACCACACCAGCAACC-3

5 5SAGGTGTGTCCTGATGCTTCC-3' 5-CCTCACTGAAGCCAGAGTGC-3'

6  5-GAGTAGAGGCAGTGGCAGGT-3" 5'-CCTCCAGTCCTTCAAAGCAT-3'

7+8  S-TTGGCTCTTTCTGTCGGACT-3" 5-TCCAGCTTAGCCTTGGTGAT-3

9 5'-AGTGCAACCCAGGCTTTCTA-3" 5-TCACAGAGCTGTGGTCTTGG-3'

Fonte: O Autor (2017)
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2.5 SEQUENCIAMENTO DE SEGUNDA GERACAO

Apo6s a extracdo do material genético do paciente e amplificagao do gene CIASI, os
produtos de PCR foram, entdo, limpos e preparados para reacdo de sequenciamento usando

Nextera XT DNA Library Kit (Illumina), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Utilizando as condig¢des descritas no protocolo o kit Nextera XT utiliza uma enzima
chamada transpossomo capaz de tagmentar o DNA genomico em fragmentos de
aproximadamente 300 bp, em seguida, marca o DNA com adaptador. A etapa seguinte da
PCR adiciona o restante das sequéncias de adaptador com indices em ambas as extremidades
do DNA, as quais servem como codigo de barra para a identificacdo de cada amostra,

conforme apresenta a Figura 2.
Figura 2 - Protocolo Nextera XT

Transposoimeas
Gernormic Do,

k.3 - e

4 Tagmentation

— 300 D
. 4
e,
FPead 2 Sequencing Prirmor e
Ny, BT
4 PCR Aamplification
L incisec | £ B

Seguencing- Ready Fragment

Fonte: ILLUMINA

ApOs esse processo, o fragmento de leitura (Fragmento + Adaptador + Index) ird se
fixar ao seu fragmento complementar na FLOWCELL onde ocorrera a sua amplificacdo, de
acordo com a figura 3, e posteriormente, o sequenciamento por sintese, conforme apresenta a

Figura 4.
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Figura 3 - Etapa de Amplificacio

L PETIETE
i
ki erek

Fonte: ILLUMINA

Figura 4 - Sequenciamento por sintese.

[ aasiis]

[TIRRIRIFTTE

H88
T
608

)29

Fonte: ILLUMINA

Os dados foram processados através de scripts desenvolvidos pelo Laboratorio
GENOMIKA.

Para confirmar o achado, uma segunda amplificacao, proveniente da mesma amostra,

foi reprocessada em uma outra corrida.
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3 RESULTADOS

Cento e quatro pacientes foram selecionados para o estudo, sendo 39 pacientes
(correspondente a 37% do total da amostra) os que apresentaram suspeita clinica para
criopirinopatia, Do total de pacientes com suspeita de mutacdo em CI/AS/, onze (28% do total
da amostra) apresentaram mutacdo confirmada nesse gene. Dos onze, cinco (45% da amostra
com suspeita para criopirinopatia) possuiam uma mutagdo do tipo germinativa e seis (54% do

total da amostra com criopirinopatia) do tipo somadtica, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Relacdes comparativas numéricas entre os diferentes grupos estabelecidos e
estudados na analise da pesquisa

Relacdo (R )/ Amostra (A) R/A =%
Pacientes com suspeita de mutacio em CIAS1 / Total de paciente da 39/104 =
pesquisa 37%
11/39=
Pacientes com mutacio em CIAS1 / Total de pacientes da pesquisa 28%
Pacientes com mutac¢io germinatica / Total de pacientes com mutacido em 5/11=
CIAS1 45%
Pacientes com muta¢io somatica / Total de pacientes com mutacio em 6/11=
CIAS1 54%
Pacientes com muta¢io somatica / Pacientes com suspeita de mutacio em
CIAS1 6/34=
17%

porém sem mutacio germinativa

Fonte: Autor (2017)

Todos foram incluidos na analise, utilizando o transcrito NLRP3-001 ID:

ENST00000336119.7, 4170 bp, 1036aa, NM_001243133.

Do total de pacientes com suspeita de clinica para Criopirinopatia, mas sem mutagdes

germinativas, seis (17%) apresentaram mutag¢ao somatica.

Destes seis positivos, 3 (50%) apresentaram mutac¢ao no éxon 3, 2 no éxon 8 (33%) e 1 (17%)

no éxon 1, como descrito na tabela 4 abaixo:
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Tabela 4 - Mutacoes

Mutacao Somatica DP VF
NLRP3:NM_001243133:exon3:¢.1699G>A:p.E567K 3589 10,51%
NLRP3:NM_001243133:exo0n3:¢,1905G>C:p,M 6351 2001 2,59%
NLRP3:NM_001243133:exo0n3:¢,1305G>T:p,K435N 6265 6,76%
NLRP3:NM _001243133:exon8:¢.2843A>G:p.N948S 1857  2,93%
NLRP3:NM _001243133:exon8:¢.2843A>G:p.N948S 2164  3,04%

NLRP3:NM_001243133:exon1:¢,257A>G:p,K86R 1165  2,23%

Fonte: O Autor (2017)

A média de profundidade das mutacdes somaticas foi de 2855.

Apenas a mutacdo somadtica, ¢.1699G>A:p.ES67K ¢ descrita no site infevers, como

mostra a figura 5 abaixo:

Figura S - Descricio — Mutacio E567K

Lﬂ ES67K

ocation in the gene lexon 3

[Usual name

in;n::’:.s first publizhad or submitted to ESSTEC

sy be different fom the HGVS adited

[protein and sequance names,

[HGVS protein name | o Glu36 Ly

ﬁG"S SEqUENnce name lc.1600G=A

l{s Number rs 104803389

[Sequence lcDNA: AACTATGGCAAATTCGAAAAGGGGTATTTGA

|Alteration Substitution

[N hase(s) 1

[Base substituded IG=A

||Cmequence Mo effect

anm:ﬁmml tests [Yes

[N Controls [200

Technigue(s) used Eeqnencing Sanger

IChange/define RELP [Unknove

isease related symptoms in this :

ipatient 7R [

|Associated phenotype in this patient

nlj:::fl observed in symptomatic IMuckte Wells Syndrome

does mat 1mply-its cansal role

ICountry of origin [ dncestry Hapan / Asion
Saito ML Nishikomori R, Kambe M. Fujisawa A, Tamizaks H. Takeichi K Imagawa T. Iehara T. Takada H

[Reference [B-'i_ntsubayaahi T e oll, KawaxEnmaH_ leshtarin B S’.Et al. . . )
[Disease-associated CIAS] mutations induce monocyte death, revealing low-level mosaicism in mutation-nesative
lervopyrin-associated periodic syndrome patients. Blood. 2007

(Comment |Associated with mosaicism

[nput date [2008-01-25

[Contributed by [Routa NISHIKOMORT

Fonte: Site Infevers

No grupo de suspeitos como naqueles com a mutacdao confirmada a grande maioria
iniciou os sintomas na faixa etaria apos a fase adulta (em torno dos 25 anos de idade — 66%) e

a minoria na fase infantil (34%).
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Em relacdo ao sexo, 66,66% dos pacientes que apresentaram mutacdo somatica foram

do sexo masculino e 33,34% foram do sexo feminino.

Quatro desses pacientes, ou seja, 66% ndo apresentaram histérico familiar positivo
com sintomatologia similar, 17% apresentaram (1 paciente) e 17% (1 paciente) desconhecem

tal informagao.

Realizando um breve comparativo entre pacientes com mutacdo em CIAS! (e/ou
suspeita clinica para criopirinopatia) com pacientes que nao apresentaram essa variante, 0s
sintomas de alta prevaléncia encontrados, em comum, entre os dois grupos foram: febre (66%
a 80%), presenca de rash (50% a 80%), artralgia (66% a 100%) e dor em membros (66% a
80%).

Avaliamos, ainda, outros sintomas encontrados em menor prevaléncia em ambos os
grupos, dentre eles: associagdo da piora do rash com o frio (16,6% / 40%), faringite (16,6% /
40%), vomitos (16,6% / 40%), diarreia (33,3% / 40%) e papiledema (16,6%/ 20%). Nao
houve 6bitos no presente estudo, conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Dados Clinicos de alta e baixa prevaléncia dos pacientes com mutacio em CIAS1 e/ou suspeita

de Criopirinopatia e aqueles sem mutacao.

Prevaléncia Dados Clinicos Grupo se(r)n mutacio Grupo com Df[utf)u;ao e/ou
Yo Suspeita %
Febre 80% 66%
Presenca de Rash 80% 50%
Alta Prevaléncia
Artralgia 100% 66%
Dor em Membros 80% 66%
Rash plfg: com o 40% 16,6%
3 3 o [1)
Baixa Faringite 40% 16,6%
Prevaléncia Vomitos 40% 16,6%
Diarreia 40% 40%
Papiledema 20% 16,6%

Fonte: O Autor (2017)

Os sintomas de alta prevaléncia em pacientes com mutacdo somatica foram: febre
(66%), presenca de rash (50%) - sendo, em sua grande maioria, generalizado - , artralgia

(66%) ¢ dor em membros (66%), conforme demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Sintomas com alta prevaléncia

SINTOMAS ALTA PREVALENCIA

FEBRE 66%

RASH 50%
ARTRALGIA 66%
DOR EM MEMBROS 66%

Fonte: O Autor (2017)

Foram avaliados, ainda, outros sintomas, os quais foram encontrados em menor
prevaléncia em pacientes com mutagdo somatica, dentre eles: associacdo da piora do rash com
o frio (16,6%), faringite (16,6%), vomitos (16,6%), diarreia (33,3%), papiledema (16,6%),

conforme demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Sintomas com baixa prevaléncia

SINTOMAS MENOR PREVALENCIA

RASH ASSOCIADO AO FRIO 16,6%
FARINGITE 16,6%
VOMITOS 16,6%
DIARREIA 33,3%
PAPILEDEMA 16,6%

Fonte: O Autor (2017)

Nenhum dos pacientes apresentaram abcessos cutaneos, osteomielite, uveite, atraso no

desenvolvimento psicomotor € meningite asséptica.

Apenas 1 paciente, ou seja 16,6%, com mutagdo somatica apresentou melhora clinica

da doenca com a utilizagcdo de um antagonista. Nao houve 6bitos no presente estudo.

Os dados laboratoriais mais frequentes em pacientes com mutagdo foram: aumento de
PCR (50%), aumento de VHS (66,6%), aumento da ferritina e dimunuicdo da albumina

(66%), como demonstra a Tabela 8.



Tabela 8 - Relacao fenétipo, clinica e laboratorial X Mutacdo Somatica

23

~ L s L Principais Elevacao Diminuicao
Mutagao Somatica Fenotipo Sintomas Laboratorial Laboratorial
Muckle- Rash, Urticaria,
exon3:c.1699G>A:p.ES67K Wells Lesao Erisipela e
Artralgia VHS, PCR -
Febre recorrente,
exon3:c,1905G>C:p,M635I Sem Dor Abdominal e VHS e
Defini¢ao Artralgia Ferritina Albumina
Febre recorrente,
exon3:¢,1305G>T:p,K435N Sem Dor Abdominale VHS, PCR e
Definicao Artralgia Ferritina Albumina
Rash, Urticaria,
exon8:c.2843A>G:p.N948S Sem Lesao Erisipelae VHS,PCR e
Definiciao Artralgia Ferritina Albumina
Febre recorrente,
exon8:¢.2843A>G:p.\N948S Sem Dor Abdominal e VHS e
Defini¢cio Artralgia Ferritina Albumina
Febre recorrente,
exonl:c,257A>G:p,K86R Sem Dor Abdominal e
Definiciao Artralgia - -

Fonte: O Autor (2017)

Em relag¢do a identificacdo do fenotipo da doenca verificou-se que um (16,6%) dos

pacientes apresentava historia compativel com Sindrome de Muckle-Wells e no restante

(83,4%) ndo foi possivel estabelecer uma defini¢ao clara, conforme demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9 - Relacdo Fenétipo, Idade e Sexo

Mutacao Somatica DP VF Idad.e (Inicio dos Fenétipo
Sintomas) Sexo
Muckle-
. . L))
exon3:¢.1699G>A:p.E567K 3589 10,51% 8 anos Mase.  Wells
exon3:¢,1905G>C:p,M6351 2091 2,59% Sem
" il ’ 21 anos Masc. Definicio
exon3:¢,1305G>T:p,K435N 6265 6,76% Sem
7 e ’ 4 meses Fem. Definicdo
exon8:c.2843A>G:p.N948S 1857 2,93% Sem
e e ’ 26 anos Fem. Definicao
exon8:c.2843A>G:p.N948S 2164 3,04% Sem
e L i 25 anos Masc. Definicao
exonl:c,257A>G:p,K86R 1165 2,23% Sem
o e > 19 anos Masc. Definicao

Fonte: O Autor (2017)
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Em um contexto geral, as mutagdes somadticas aparecem em pacientes do sexo
masculino, entre o inicio da fase adulta, sem um fenétipo definido, como relatado na tabela

acima.
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4 DISCUSSAO

Cento e quatro pacientes foram selecionados para o estudo e incluidos na analise
genética, sendo 39 (37% da amostra) os que apresentaram suspeita clinica para

criopirinopatia.

Onze (28%) apresentaram mutacdo confirmada nese gene. Dos onze, cinco (45%)
possuiam uma mutagdo do tipo germinativa e seis (54%) do tipo somadtica (Tabela 1). Porém,
dos pacientes que apresentavam suspeita clinica de Criopirinopatia, mas nao apresentavam

mutacoes germinativas, a relacdo com as mutagdes somaticas € de 17%.

Tal resultado difere, percentualmente, do estudo de Saito, o qual afirma que até 70%
dos pacientes com achados clinicos positivos para criopirinopatias (CAPS), e sem mutagdo

germinativa em CIAS1, podem apresentar, na verdade, uma mutagao do tipo somatica.

Essa menor taxa de positivos se da, provavelmente, pela dificuldade de reconhecer os
pacientes devido a inexisténcia de triagem por outras metodologias. A incorreta
caracterizacdo e definicdo da doenca pelos médicos pode ser outro fator de justificativa da

menor taxa.

Tanto no grupo de suspeitos como naqueles com a mutagdo confirmada a grande
maioria dos pacientes tiveram os sintomas iniciados na faixa etaria apds a fase adulta (em

torno dos 25 anos de idade — 66%) ¢ a minoria na fase infantil (34%).

Tal informagao encontrada esta de acordo com a literatura, em estudo francés de 2010
que mostra a importancia do achado, pois limita o aparecimento dos sintomas proximo dos 20

anos, como um critério preditivo positivo quando associado com os sintomas clinicos.

Em sua maioria, os pacientes com mutacdo somatica em CIASI, ou seja, 66% da
amostra, ndo apresentaram histérico familiar positivo com sintomatologia similar, e o restante

desconhece ou ndo apresenta histdrico familiar.

Os sintomas com maior ocorréncia foram: febre, artralgia, dor em membros e presenga

de rash sendo, em sua grande maioria, generalizado.

Os sintomas de menor ocorréncia foram: associacdo da piora do rash com o frio,

faringite, vomitos, diarreia, papiledema.

Todos os sintomas apresentados sdao comuns em varias outras doengas auto

inflamatérias. Ressaltamos a importancia de considerar a possibilidade de criopirinopatia
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mesmo quando a febre ndo for o sintoma predominante, visto que, as Sindromes Muckle-
Wells e urticéria relacionada ao frio, sdo doengas que apresentam febre mais baixas, podendo

ser despercebidas por familiares.

Apenas 1 paciente com mutagdo somatica, ou seja 16,6%, apresentou melhora clinica
da doenca. Nao houve oObitos no presente estudo. Ressaltamos aqui a dificil conducdo e rara

remissao dos pacientes com CAPS.

O achado do rash urticariforme deve ser destacado, pois, como ja sugerem diversos
outros estudos, a presenca dele ¢ um importante fator diferenciador da CAPS, quando
comparado com outras doencas auto inflamatorias. A presenca de surdez pode ser outra
ferramenta de orientagao as CAPS, achado incomum em outras doencas auto inflamatorias e
bem descrito, particularmente, em dois espectros da CAPS, na CINCA e na sindrome de

Muckle Wells.

Os dados laboratoriais mais frequentes, em ambos os grupos, foram: aumento de PCR,
aumento de VHS e aumento da ferritina e albumina. Estes sdo achados inflamatérios
sist€émicos inespecificos, mas de importdncia diagnostica. O estudo francés citado
anteriormente determina que um PCR elevado seria outro fator preditivo positivo para CAPS,

quando associado aos demais sintomas clinicos.

Em relagdo a identificacdo do fenotipo da doenca, verificou-se que, um dos pacientes,
apresentava historia compativel com Sindrome de Muckle-Wells. Para os demais ndo foi

possivel estabelecer uma defini¢do clara.

Em diversos estudos, a definigao fenotipica ¢ algo dificil de ser concluido, pela
similaridade das patologias e pelo quadro clinico em comum entre elas, fato reiterado na

nossa pesquisa.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se com o presente estudo a suma importancia de realizar um estudo genético
nos pacientes com sindromes autoinflamatdrias e sem um quadro definido de diagndstico,
focando na importancia do sequenciamento de segunda geragao (NGS) para que seja possivel

rastrear pacientes com mutagdes com baixa frequéncia alélica.

Importante também salientar qudo necessario ¢ tragar um perfil clinico, laboratorial e
genético desses pacientes para que algumas manifestacdes possam servir como ferramenta de

auxilio diagndstico e orientacao investigativa.

Frisamos, no fim, a busca de novos estudos para melhor compreensdo do tema, e
melhor entendimento sobre mutagdes germinativas e somadticas nas doencas

autoinflamatorias.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido:

“AVALIACAO DA FREQUENCIA DE MUTACOES SOMATICAS EM CIAS1 EM
PACIENTES COM SUSPEITA CLINICA DE CRIOPIRINOPATIA SEM MUTACAO
GERMINATIVA EM NLRP3 (CIAS1)”.

Pesquisador Responsavel: Joao Bosco de Oliveira Filho
Telefone para contato: (81) 98652-0845

Contato e-mail: jboliveirafilho@gmail.com

Pesquisadores participantes:

1.Rafael Esposito de Lima

Telefone para contato: (87) 99958-7272
Contato e-mail: espositobiomedico@gmail.com
2. Sérgio Crovella

Telefone para contato: (81) 2101-2501

Contato e-mail: crovelser@gmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé ou o menor (crianga ou adolescente) sob sua responsabilidade esta sendo convidado (a)

a participar de uma pesquisa no IMIP.

A participacdo nesta pesquisa ¢ inteiramente voluntdria e ndo existird nenhuma taxa, nem

recompensa financeira para os participantes e suas familias.
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Vocé pode se recusar a participar ¢ pode desistir de participar do estudo em qualquer
momento. Em qualquer um dos casos, vocé ndo perderd nenhum beneficio ao qual tenha

direito.

Pode ser que vocé ndo receba beneficios pela participagdo. Esta pesquisa pode nos

proporcionar conhecimentos que podem vir a ajudar outras pessoas no futuro.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do

pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao serd penalizado (a) de forma alguma.
Objetivo

O objetivo deste protocolo de pesquisa ¢ analisar os aspectos clinicos e genéticos de pacientes

portadores de doengas auto-inflamatérias acompanhados no IMIP.

Os testes do laboratdrio de pesquisa serdo realizados com o seu sangue (ou do menor sob sua
responsabilidade). Para certos estudos, o DNA, o material genético, sera purificado de seu
sangue (ou do menor). Entdo, esse DNA serd usado para tentar procurar os genes envolvidos

em disturbios relacionados com a reagdo inflamatoria do seu organismo (ou do menor).
Procedimentos

Para realizagdo dos exames € necessaria a coleta de Sml de sangue dos pacientes menores de 2
anos ¢ 10 ml para os demais grupos etarios. O sangue sera retirado de seu brago (ou do menor
sob sua responsabilidade) de acordo com as precaucdes universais, com agendamento prévio

no Servico de Imunologia Clinica.

O material retirado (sangue, linhagens celulares, proteinas, plasma, soro, DNA ou RNA) sera

estocado em bancos de amostras, e utilizados para pesquisas futuras.

A retirada de sangue implica em inserir uma agulha numa veia do braco e isso ¢ levemente
incomodo, mas ndo é perigoso. Pode causar uma mancha roxa, mas ela desaparece. As vezes,
alguns pacientes t€ém que ser puncionados mais de uma vez em uma unica sessao de retirada
de sangue. Ocasionalmente, os pacientes podem sentir tonturas ou desmaiar durante ou
imediatamente apds a retirada de sangue. Isso, normalmente, ¢ causado por ansiedade e
desaparecera ap6s um periodo curto de tempo. Seus médicos sempre lhe informardo sobre a
quantidade de sangue que serd retirada de cada vez. Vocé tem toda liberdade para recusar-se a

doar sangue para pesquisa.
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E importante informar seu médico (ou do menor sob sua responsabilidade) sobre qualquer
quantidade de sangue que foi retirada em outros centros médicos para que o total de sangue
retirado em um periodo de seis semanas possa ser mantido em limites seguros. Em casos
raros, gotejamento lento de sangue no local da retirada ou infec¢do podem ocorrer. Para
minimizar esse risco, o local da retirada do sangue sera limpo antes com um antisséptico e

sera aplicada pressdo apos a retirada do sangue.

Vocé (ou o menor sob sua responsabilidade) tem liberdade para se recusar a participar deste
protocolo sem pdr em risco qualquer outro cuidado que vocé (ou seu filho) esteja recebendo

no IMIP.

Durante o estudo de seu material genético, pode ser que descubramos uma mutagao genética
que, a primeira vista, ndo tenha uma relagdo 6bvia com seu distirbio imunoldgico. Entretanto,
a menos que possamos confirmar com mais estudos que a mutacdo genética tem alguma
relagdo, nés nao lhe informaremos sobre a descoberta. Se acharmos que essa informagado ¢
relevante para o cuidado de sua satde, nés a forneceremos a vocé ou ao seu médico. Além
disso, esses estudos genéticos podem revelar mutagcdes em genes ndo relacionados com a sua
doenca atual, mas que podem ter impacto no risco de outras doengas. Se for este o caso, os

pesquisadores do IMIP irdo lhe informar do achado.
Questoes Gerais

Armazenamento de Espécimes e Dados — O acesso a todo seu material (amostras de sangue,
prontuarios médicos ou dados) sera limitado. O material receberd nimeros de identificagdo

para proteger sua identidade.

Futuras Pesquisas — Parte do sangue que retiramos de vocé serd congelado para possiveis
estudos futuros. E possivel que, futuramente, sua amostra de sangue seja usada para outros
propositos de pesquisa que ndo estdo especificados neste formuldrio de consentimento, para
tanto sera utilizado um novo Termo de Consentimento. Também ¢ possivel que informacgdes
desses estudos sejam publicadas na literatura médica. Nesse caso, sua identidade ndo sera

incluida nessas publicagdes.

Compensacao — Nao ha compensagdo financeira neste estudo. Portanto, ndo havera cobertura

de despesas com transporte ou com outro tipo de custo.

Participacdo em outros estudos de pesquisa — Este formulario de consentimento se refere

especificamente a sua participagao no protocolo de pesquisa descrito acima. E possivel que no
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futuro lhe pegamos para participar em outros protocolos de pesquisa. Mesmo que vocé assine
este formuldrio de consentimento, vocé ndo ¢ obrigado a participar em outros protocolos de
pesquisa. A escolha de ndo participar neste protocolo ndo ird penaliza-lo caso vocé deseje
participar em outros protocolos de pesquisa. Se lhe pedirem para participar em protocolos de

pesquisa futuros, lhe dardo formularios de consentimento separados.

Confidencialidade - Quando os resultados de uma pesquisa do IMIP sdo divulgados em
publicacdes médicas ou em congressos cientificos os participantes nao sao identificados. As
informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a

sua participa¢cdo ou a do menor (crianca ou adolescente).

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas duvidas sobre o Projeto de Pesquisa, agora ou a qualquer

momento.

Nome e Assinatura do pesquisador

Jodo Bosco de Oliveira Filho

Em caso de duvida em relagdo a este documento, vocé poderd entrar em contato com o
Comité Etica em Pesquisa — CEP do IMIP, localizado a Diretoria de Pesquisa do IMIP, Rua
dos Coelhos, 300 Recife-PE, Telefone: (81) 2122-4756. Funciona de 2* a 6* feira, nos
seguintes horarios: 07:00 as 11:30hs (manha) e 13:30 as 16:00hs (tarde).

COMPLETE O(S) ITEM(NS) APROPRIADO(S) ABAIXO:
A. Consentimento de paciente adulto

Eu, RG li as explicagdes sobre

este estudo e me foi dada a oportunidade de discuti-lo e fazer perguntas. Por meio deste, eu

dou meu consentimento para participar deste estudo.
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B. Autorizacio dos pais ou responsaveis para pacientes menores de idade.

Eu, RG 11 as explicagdes sobre

este estudo e me foi dada a oportunidade de discuti-lo e fazer perguntas. Por meio deste, eu

dou meu consentimento para meu/minha filho(a) participar deste estudo.

Assinatura do paciente Data

adulto/representante legal

Assinatura dos pais/Responsaveis Data
C. Consentimento verbal do menor (Se aplicavel)

As informagdes contidas no consentimento acima foram descritas ao meu/minha filho(a) e

meu/minha filho(a) concorda em participar no estudo.

Assinatura dos pais/Responsaveis Data

Assinatura do investigador Data

Testemunha Data
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ANEXO B - FORMULARIO DE PESQUISA
FORMULARIO DE PESQUISA

“AVALIACAO DA FRENQUENCIA DE MUTACOES SOMATICAS EM CIAS1 EM
PACIENTES COM SUSPEITA CLINICA DE CRIOPIRINOPATIA SEM MUTACAO
GERMINATIVA EM NLRP3 (CIAS1)”.

Pesquisador Responsavel: Joao Bosco de Oliveira Filho
Telefone para contato: (81) 98652-0845

Contato e-mail: jboliveirafilho@gmail.com
Formulario para coleta de dados:
INFORMACOES GERAIS

1. Nome do paciente: (iniciais)

2. Servigo de Reumatologia Pediatrica: Sim  Nao
3. Numero de identificagao:

4. Data do levantamento:

5. Raca: Negro Branco Pardo Amarelo

6. Sexo: Masculino  Feminino

7. Idade atual: (Em anos)

8. Idade do inicio dos sintomas:

9. Idade da suspeita diagnostica:

10. Idade do diagnostico (se confirmado):

11. Tempo de evolucao:

12. Historia familiar:



INFORMACOES CLINICAS E LABORATORIAIS
1. Febre
Temperatura: (Em graus)

Duracao:

Recorrente: Sim Nio

Intervalo: (Em dias/semanas/meses)

Frequéncia:

Continua: Sim N3ao
Horario: (hh:mm)
2. Rash

Local:

Prurido: Sim Nao

Urticaria: Sim Nao

Lesao tipo erisipela: Sim Nao
Piora com o frio: Sim Nao

3. Outras lesdes cutaneas
Acne: Sim Nao

Abscessos: Sim Nao

4. Bidpsia de pele

Alteragao da biopsia de pele: Sim Nao
5. Perda de peso Sim Nao

6. Dismorfia facial Sim Nao
7. Estomatite Sim Nao

8. Faringite Sim Nao
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9. Dor toracica Sim Nao

10. Pericardite

Numero de surtos de pericardite:
Eco alterado: Sim Nao

11. Pleurite

Numero de surtos de pleurite:
Pleurite bilateral: Sim Nao

12. Dor abdominal

Peritonite: Sim Nao Duragao:
Recorrente: Sim Nao Continua: Sim Nao
13. Esplenomegalia Sim Nao

14. Hepatomegalia Sim Nao

15. Linfonodomegalia Sim Nao
16. Adenite cervical Sim Nao

17. US abdome alterado Sim Nao
18. Vomitos Sim Nao

19. Diarreia Sim Nao

20. Artrite Sim Nao  Duragao:

Quais:

21. Artralgia Sim Nao

Quais:

22. Dor em membros Sim Nao

Local:
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23. Mialgia Sim Nao

Local:

24. Cistos sinoviais Sim Nio

Local:

25. Aumento de volume 6sseo Sim Nao

Local;

26. Osteomielite Sim Nao

Local;

27. Artrite piogénica asséptica Sim Nao

Local;

28. Abscesso cutaneo Sim Nao

Local;

29. Alteragdo radiografica Sim Nao
30. Uveite anterior aguda Sim Nao
31. Uveite anterior crénica Sim Nao
32. Uveite intermedidria Sim Nao
33. Uveite posterior Sim Nao

34. Conjuntivite Sim Nao

35. Edema periorbitario Sim Nao
36. Surdez Sim Nao

37. Atraso de DNPM Sim Nao

38. Meningite asséptica Sim Nao

39. Neurite optica Sim Nao

40. Papiledema Sim Nao
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41. Anemia (Hb < 10) Sim Nao
Menor Hb:
Duracao:
42. Leucocitose (> 12.000) Sim Nao
Maior leucocitose:
Duracao
43. Plaquetose (Plaquetas > 450.000) Sim Nao
Maior plaquetose:

Duracao:

44. Aumento de VHS (>20) Sim Nao Maior VHS:

45. Aumento PCR Sim Nao

Maior PCR:

46. Aumento de ferritina Sim Nao
Maior valor:

47. Diminuigao de albumina Sim Nao

Menor valor:

48. Aumento de a2 Sim Nao

Maior valor:

49. Aumento de gamaglobulina Sim Nao

Maior valor:

50. SSA alterado Sim Nao
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51. Estudo genético
Mutagao em CIAS1: Somatica Germinativa

Outro gene pesquisado:

Alteragao:

52. Corticoide oral Sim Nao Duragao
53. Corticoide pulso Sim Nao Duragdo
54. Colchicina Sim Nao Durag¢ao

55. AINH Sim Nao Duragdo

56. MTX Sim Nao Duracao

57. CSA Sim Nao Duracao

58. Talidomida Sim Nao Duragao
59. Imunoglobulina Sim Nao Duragdo
60. Ciclofosfamida Sim Nao Duragdo
61. Infliximabe Sim Nao Duragao
62. Etanercepte Sim Nao Duragdo
63. Adalimumabe Sim Nao Duracao
64. Anakinra Sim Nao Duracao
65. Gotas oftalmologicas Sim Nao

66. Outros tratamentos Sim Nao

Quais

67. Amiloidose Sim Nao
68. Sindrome de ativagdo macrofagica Sim Nao
69. Remissdao Sim Nao

70. Obito Sim Nio



