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FADD..........cooiiiiin. Fas-associated via death domain (Dominio de morte
associado a Fas).

FC.oor Fold change (Mudanca do numero de vezes).
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FIUB. .o, Virus Influenza B.
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IL-12/1L-23p40........ovee........
IL-12A € B,

INMETRO......ooovvererrrreree
IP-10 (CXCL10).......vveeeeee..

Imunofluorescéncia.

Imunofluorescéncia Direta.

Interferon induced with helicase C domain 1, (Proteina
com dominio 1 da helicase C induzida por interferon);
também conhecido como Melanoma Differentiation-
Associated protein 5 (Proteina 5 associada a diferenciagdo
de melanoma).
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Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia.

Interferon gamma-induced protein 10 (Proteina 10

induzida por interferon gama); também chamada de



chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (Ligante de
quimiocina 10 de motivo C-X-C).

Interleukin-1 receptor associated kinase 1 (Quinase 1
associada ao receptor de interleucina-1).

Interferon regulatory factor 3 (Fator 3 regulador do
interferon).

Interferon regulatory factor 5 (Fator 5 regulador do
interferon).

Interferon regulatory factor 7 (Fator 7 regulador do
interferon).

ISG15 ubiquitin-like modifier (modificador similar a
ubiquitina do gene 15 estimulado por interferon).
International Union of Immunological Societies (Unido
Internacional das Sociedades de Imunologia).

Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B
cells, kinase beta (Quinase beta do gene potencializador
do inibidor do polipeptideo da cadeia leve kappa nas
células B).

Jun proto-oncogene (Proto-oncogene Jun).

Quilograma.

Vacina intranasal com virus vivo atenuado contra virus
influenza A.

Receptor de lipoproteina de baixa densidade.

Laboratory of genetics and physiology 2 (Laboratério 2 de
genética e fisiologia).

Laboratorio de Virologia do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo.

Laboratdrio de Investigacdo Medica Unidade 56.

Lavado nasofaringeo.

Mitogen-activated protein kinase kinase 1 (Quinase 1 da
proteina quinase ativada por mitégeno).

Mitogen-activated protein kinase kinase 3 (Quinase 3 da
proteina quinase ativada por mitdgeno).



MAP3KL......ooiiiriiieiciee, Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 (Quinase
1 da quinase da proteina quinase ativada por mitdégeno).

MAP3KT....ooiieiiiiiieieans Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 (Quinase
7 da quinase da proteina quinase ativada por mitdgeno).

MAPKL (ERK).....cccovvrrenenn Mitogen-activated protein kinase 1 (Proteina quinase 1
ativada por mitdgeno).

MAPK14 (p38)....cccccvvvruvenen Mitogen-activated protein kinase 14 (Proteina quinase 14
ativada por mitgeno).

MAPKS.....ooiiirieecee, Mitogen-activated protein kinase 3 (Proteina quinase 3
ativada por mitdgeno).

MAPKS......cccovveiveiecieiee Mitogen-activated protein kinase 8 (Proteina quinase 8
ativada por mitgeno).

MAVS (IPS-1).....ccccovrvrnenn Mitochondrial antiviral signaling protein (Proteina de
sinalizagéo antiviral mitocondrial).

MCP-1 (CCL2)....ccccevevrrenen. Monocyte Chemoattractant Protein 1 (proteina 1
quimiotaxica de mondcitos); também chamada de ligante
de quimiocina 2 de motivo C-C.

MDA-5 (IFIH1)......ccccoevrnnnn. Melanoma Differentiation-Associated protein 5 (Proteina
5 associada a diferenciagdo de melanoma). Também
chamada de Interferon induced with helicase C domain 1,

(Proteina com dominio 1 da helicase C induzida por

interferon).
MEFV...ccooiiieieece Mediterranean fever (Febre do Mediterraneo).
MO Miligrama.
MIG (CXCL9)......cceevvveenee, Monokine Induced by Gamma interferon (Monocina

induzida por interferon gama). Também chamasa de

ligante de quimiocina 9 de motivo C-X-C..

mL........ Mililitros.
MSHS...ooiiiii MutS protein homolog 5 (Homdlogo 5 da proteina Mut S).
MXL (MXA)...cccoveiininnnn, Myxovirus (influenza virus) resistance 1 (Proteina 1 de

resisténcia aos mixovirus).
MYDS88..........cceevinn. Myeloid differentiation primary response gene (88) (Gene
de resposta primaria de diferenciacdo mieldide 88)
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Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells 1 (Gene potencializador 1 do fator nuclear de
polipeptideo de cadeia leve kappa nas células B).

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor, alpha (Cadeia alfa do inibidor do gene
potencializador do fator nuclear de polipeptideo de cadeia
leve kappa nas células B).

Nanograma.

Células Natural killers.

NLR Family, pyrin domain containing 3 (Proteina 3
contendo dominio de pirina da familia NLR).
Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors
(Receptores similares aos dominios de oligomerizacdo de
ligacdo de nucleotideos).

Nandmetro.

Nucleotide-binding oligomerization domain (Dominio de
oligomerizacao de ligacdo de nucleotideos).
Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
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ligacdo de nucleotideos).

2’-5°-oligoadenylate synthetase 2 (Sintetase 2 do 2’5’-
oligoadenilato).

Graus Celsius.

Osteopontina.

Pan-american Group for Immunodeficiency (Grupo
Panamericano de Imunodeficiéncias).

Plataforma de imunidade antiviral humana.
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Phosphate buffered saline (Tampé&o fosfato-salino).
Polimerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia de
polimerase).

Picograma.
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Resumo




Bezerra, TA. Avaliacdo da imunidade antiviral no lavado nasal de pacientes com
imunodeficiéncia comum varidvel em vigéncia de rinossinusites virais [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUCAO: Imunodeficiéncias primarias sdo um grupo heterogéneo de disturbios
de origem genética que afetam a imunidade e se caracterizam por infec¢cdes de
repeticdo. Aproximadamente metade dos casos estdo ligados a deficiéncias humorais e
dentre estas podemos destacar a Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV). Uma vez
que os pacientes com ICV possuem reducdo dos niveis de anticorpos, esses pacientes
apresentam infeccGes recidivantes do trato respiratorio e aproximadamente 90% tiveram
no minimo um episodio de rinossinusite (RNS). A RNS se instala devido ao
desequilibrio entre 0 meio ambiente e fatores do hospedeiro e a infecgdo viral é pelo
menos 20 vezes mais frequente do que a infeccdo bacteriana em individuos normais.
OBJETIVOS: (1) Identificar os agentes virais da RNS nos pacientes com ICV e em
individuos controles em um contexto prospectivo; (2) Definir quais citocinas e
quimiocinas estdo presentes e avaliar a expressdo de genes relacionados a imunidade
inata e adaptativa antiviral no lavado nasal de pacientes com ICV e nos individuos
controles. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS: Pacientes com ICV e individuos
controles foram avaliados quando apresentavam sinais e sintomas de uma RNS viral e
foi realizado a coleta de lavado nasal para a identificacdo de virus respiratorios, além da
quantificacdo da secrecdo de citocinas e quimiocinas e da avaliacdo da expressdo génica
de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral. A avaliacdo foi repetida
guando todos os individuos previamente estudados se encontravam assintomaticos.
RESULTADOS: De abril de 2012 a novembro de 2014, foram colhidas 65 amostras de
lavado nasal, 43 amostras de 34 individuos controles e 22 amostras de 14 pacientes com
ICV. Quatro amostras foram positivas para virus pela técnica da imunofluorescéncia
direta e dezoito amostras foram positivas pelo PCR. Pacientes com ICV tiveram mais
infeccdes, duracdo maior dos sintomas e maior necessidade de uso de antibidticos que o
grupo controle. A avaliacdo da producdo de citocinas e quimiocinas no lavado nasal
mostrou aumento da secregdo de CXCL10, CCL2, CCL5, CXCLS8 IL-6, IL-10, IL-1B ¢
TNF em ambos os grupos quando esses apresentavam quadro agudo de RNS viral. Foi
realizada a expressdo de genes pela técnica do PCR Real Time. Os pacientes com ICV
apresentaram um aumento de expressdo de genes relacionados a imunidade inata e
adaptativa anitiviral substancialmente maior frente a um quadro de RNS viral do que os
individuos controles em situagdes semelhantes. Quando comparamos o0s pacientes ICV
e 0s controles ambos sem infec¢do aguda, observamos que 0s genes apresentam em sua
maioria uma reducdo de expressdo nos pacientes com ICV. DISCUSSAO: Os virus
detectados respeitaram a sazonalidade em que normalmente séo detectados e pacientes
com ICV proporcionalmente tiveram mais infeccdes e uma evolugdo pior que 0 grupo
controle. Aparentemente ndo houve diferengas significativas entre os grupos estudados
quanto a liberacdo de citocinas e quimiocinas. Com relacdo ao estudo da expresséo
génica, a maior amplitude de variacdo observada nos pacientes com ICV pode significar
um desajuste de resposta imune levando a um quadro de maior inflamacgéo local com
consequente maior dano tecidual e justificando assim a incidéncia aumentada de
complicacdes, duracdo aumentada dos sintomas e replicagdo viral aumentada nesse
grupo de pacientes.

Descritores: Sinusite; Virus; Imunodeficiéncia de Variavel Comum; Citocinas;
Quimiocinas; Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; Imunidade Inata;
Imunidade Adaptativa.



Abstract




Bezerra, TA. Evaluation of antiviral immunity in nasal wash of patients with common
variable immunodeficiency along with viral rhinosinusitis [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdao Paulo”; 2016.

INTRODUCTION: Primary immunodeficiencies (PIDs) are a heterogeneous group of
genetic disorders that affect immunity and are characterized by relapsing, usually severe
infections. Approximately half of the cases are linked to humoral deficiencies, being
common variable immunodeficiency (CVID) the most frequent. CVID patients have
reduced levels of antibodies; therefore, these patients have recurrent infections in the
respiratory tract and approximately 90% had at least one episode of rhinosinusitis (RS).
RS installs itself due to the imbalance between the environment and host factors and
viral infection is at least 20 times as common as the bacterial infection in normal
individuals. OBJECTIVES: (1) Identify the viral agents of rhinosinusitis in patients
with CVID and in control individuals on a prospective context; (2) define which
cytokines and chemokines are present in the nasal wash and evaluate the expression of
genes related to innate and adaptive antiviral immunity in nasal wash of CVID patients
and in control individuals. CASES, MATERIALS, AND METHODS: patients with
CVID and control individuals were examined at Outpatient Facility of Dermatological
Manifestations of Primary Immunodeficiencies and when they presented signs and
symptoms of a viral RS. Nasal wash was collected in order to identify respiratory
viruses; secretion of cytokines and chemokines were quantified and gene expression of
genes related to innate and adaptive antiviral immunity were evaluated. This evaluation
was repeated when all individuals previously studied were asymptomatic. RESULTS:
From April 2012 to November 2014, 65 samples of nasal wash, 43 samples of 34
control individuals and 22 samples of 14 patients with CVID were collected. Four
samples were positive for virus by direct immunofluorescence technique and eighteen
samples by PCR. The detected viruses behaved according to the season in which they
are normally detected and patients with CVID proportionally had more and longer
infections and required more antibiotics than the control group. The evaluation of the
production of cytokines and chemokines showed an increased secretion of CXCL10,
CXCL8 CCL2, CCLS5, IL-6, IL-10, IL-1B and TNF in both groups when they presented
acute viral RS. Gene expression was performed by using Real Time PCR. CVID
patients showed increased expression of genes related to innate and adaptive antiviral
immunity when compared to control individuals presenting acute viral RS. Conversely,
when we compared CVID patients and control individuals both without acute infection,
we observed a reduction in gene expression in CVID patients. DISCUSSION: The viral
rhinosinusitis respected seasonality and CVID patients had proportionally more
infections and a worse evolution than the control group. Apparently, there were no
significant differences between the groups regarding the release of cytokines and
chemokines. The greater magnitude of gene expression variation observed in CVID
patients suggests an imbalance of immune response leading to a state of greater local
inflammation with consequent greater tissue damage, therefore justifying an increased
incidence of complications, increased duration of symptoms and increased viral
replication in this group of patients.

Descriptors: Sinusitis; Viruses; Common Variable Immunodeficiency; Cytokines; Chemokines;
Real-Time Polymerase Chain Reaction; Immunity, Innate; Adaptive Immunity.



1. Introducao




O Sistema Imune consiste de uma rede de mecanismos, formado por
componentes celulares e humorais, capazes de manter a integridade do organismo
contra a agressao por microrganismos e evitando danos teciduais. Defeitos em um ou
mais componentes do sistema imunologico podem causar doencas sérias e
frequentemente fatais, chamadas Imunodeficiéncias. Essas doengas sdo classificadas
em dois grupos: as congénitas ou primarias e as imunodeficiéncias adquiridas ou
secundarias .

Imunodeficiéncias primarias (IDPs) sdo um grupo heterogéneo de distdrbios de
origem genética que: afetam a imunidade humoral e celular ou mecanismos de defesa
mediados por proteinas do complemento e células como fagocitos e natural killers
(NK); que levam a falhas ou auséncia da resposta imunologica e se caracterizam por
infeccBes de repeticdo usualmente graves . Sabe-se que possuem uma incidéncia de
1,4 — 12,4 para cada 100.000 habitantes e uma prevaléncia de 1 — 8,3 para 10.000
habitantes, sendo que usualmente pelo menos 50% dos casos sdo associados a
deficiéncias da resposta humoral, afetada na diferenciacdo de linfécitos B ou na
producdo de anticorpos ©%. No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo foram avaliados 1.008 pacientes com diagndsticos bem
definidos. A deficiéncia humoral foi a categoria mais comumente encontrada (61%), a
maioria consistindo de Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV), deficiéncia de IgA e
deficiéncia de IgM ©).

Como visto, aproximadamente metade dos casos estdo ligados a deficiéncias
humorais. Dentre as imunodeficiéncias primarias humorais podemos destacar a ICV (),
Uma vez que a causa da ICV é desconhecida, ndo ha uma defini¢cdo universalmente
aceita para essa doenca. Muitos critérios diagnosticos tém sido propostos ®. A
definicdo publicada pela Sociedade Europeia de Imunodeficiéncias (ESID) e pelo
Grupo Pan Americano de Imunodeficiéncias (PAGID) em 1999 é comumente usada.
Os critérios diagnosticos da ESID/PAGID compreendem trés partes: (1)
Hipogamaglobulinemia com niveis de 1gG dois desvios-padrao abaixo da média para a
idade; (2) falta de resposta anticorpica a imunizag¢Ges ou isohemaglutininas ausentes; e
(3) exclusdo de outras causas primarias de hipogamaglobulinemia ©®. A auséncia
parcial de anticorpos resulta em infec¢fes bacterianas recidivantes no trato respiratorio
e no trato gastrointestinal, que podem levar a alteragcdes patoldgicas pulmonares e
gastrointestinais 1.



Cunningham-Rundles e Bodian et al. descrevem que a ICV pode manifestar-se
na infancia ou na idade adulta, com picos entre 0s 6 e 10 e entre 0s 26 e 40 anos de
idade, respectivamente ‘Y, Um outro estudo relata que se trata de um processo continuo
(12 Ambos os estudos descrevem que a doenca pode ser detectada em qualquer fase da
vida.

Durante os ultimos anos, mutacBes em alguns genes associados com a
diferenciacdo de células B, incluindo 1COS (Inducible Co-stimulation) 3% TACI
(TNFRSF13B) 61 BAFFR (B cell Activating Factor Receptor ou TNFRSF13C) (8),
CD19 @920 MSH5 @b, cD81 @2 e CD21 @® tém sido encontradas em pacientes com
ICV, porém a imensa maioria dos casos permanece sem etiologia genética conhecida.

Diversas anormalidades imunoldgicas foram identificadas em pacientes com
ICV. Defeitos na iunidade inata incluem ativacdo defeituosa de TLR9 e producdo
diminuida de IL-6 e IL-10 @¥.0s defeitos de células T descritos incluem ativagio e
proliferacdo reduzidas ®, producdo prejudicada de citocinas %628 e expresséo alterada
de algumas moléculas de superficie induzidas pela ativacdo, como o CD154 ?%30) o
CD62-L @V e atractina ), sugerindo algumas anormalidades na sinalizacdo pelo TCR
(30.33,3%) Do lado das células B, varios estudos sugeriram defeitos intrinsecos levando a
distarbios da diferenciacio terminal destas células 57, hipermutacdes somaticas
reduzidas ©®, retroalimentacdo positiva de CD86 e CD70 reduzidas ©° 40 e
desenvolvimento alterado de células B de memdria que passaram por comutacdo
isotipica @7 443, Mais recentemente, as células dendriticas tém sido implicadas na
patogénese da ICV, pelo fato dessas células apresentadoras de antigenos terem um papel
fundamental na reacdo do centro germinativo atraves do contato direto com as células B
e T e a secrecdo de citocinas apropriadas “4,

Uma vez que os pacientes com ICV possuem reducdo dos niveis de anticorpos,
esses pacientes apresentam infeccdes recidivantes no trato respiratorio e no trato
gastrointestinal, que podem levar a alteracGes patoldgicas pulmonares e gastrointestinais
49, As infecgdes do trato respiratorio sdo as mais freqiientes e, ndo raro, ja existem
bronquiectasias na época do diagndstico. Em estudo realizado por Cunningham-Rundles
& Bodian no ano de 1999, evidenciou-se que as infecgcbes respiratorias sé@o
particularmente mais comuns em pacientes com ICV, sendo que aproximadamente 90%
destes tiveram no minimo um episodio de sinusite e 70% tinham otite média de

repeticdo antes do diagnostico. Cerca de 80% ja tiveram pelo menos uma pneumonia e



muitos desses apresentaram multiplos episodios ‘Y. Em 2012, Cunningham-Rundles
avaliou 473 pacientes com ICV e observou que aproximadamente 50% dos pacientes
apresentaram pelo menos um episddio de pneumonia. Quando ndo ha historia de
pneumonia, 0s pacientes geralmente possuem histdria de bronquites, sinusites e otites
recorrentes “9),

A rinossinusite € definida como uma condi¢do resultante de um processo
inflamatdrio da mucosa que reveste a cavidade nasal e 0s seios paranasais. A expressao
rinossinusite € a mais apropriada para definir esta doenca, ja& que 0 nariz e 0s seios
paranasais se apresentam usualmente como uma continuidade anatdmica e
fisiopatoldgica 649, A classificagdo mais comum das rinossinusites (RSs) se baseia no
tempo de evolucdo dos sintomas e na freqliéncia de seu aparecimento: rinossinusite
aguda (RSA) é aquela cujos sintomas apresentam duracdo de até 4 semanas;
rinossinusite subaguda (RSSA) tém duracdo maior que 4 e menor que 12 semanas;
rinossinusite cronica (RSC), com duragdo maior que 12 semanas; rinossinusite
recorrente (RSR) com quatro ou mais episddios de RSA no intervalo de um ano, com
resolucdo completa dos sintomas; e rinossinusite cronica com periodos de agudizacao
(RSCA), com duragdo de mais de 12 semanas com sintomas leves e periodos de
intensificacdo “®).

A rinossinusite se instala devido ao desequilibrio entre 0 meio ambiente e fatores
do hospedeiro. A causa mais comum em todas as faixas etarias € a infeccdo viral das
vias aéreas superiores provocando o edema ou inflamacédo da mucosa nasal e a secre¢édo
de muco mais espesso, que obstrui os Ostios de drenagem dos Seios paranasais
facilitando crescimento bacteriano dentro dos seios ©%. Outros mecanismos pelos quais
as infeccbes virais predispdem a rinossinusite séo sinergia microbiana, aumento da
adesdo bacteriana as células epiteliais e disfuncdo da defesa do sistema imune local ®b,
Os sintomas mais freqlientemente observados sdo: obstrucdo nasal e congestdo facial,
rinorréia, dor ou pressao facial, hiposmia ou anosmia, dentre outros (649,

Na populacdo geral, a rinossinusite viral é pelo menos 20 vezes mais frequente
do que a infeccdo bacteriana ®?. Segundo alguns autores apenas 0,5% a 5% delas
evoluem para rinossinusites bacterianas agudas “6:5%),

Subauste et al descrevem que as causas mais comuns das rinossinusites agudas
em individuos imunocompetentes sdo por rinovirus, influenza virus, adenovirus e

parainfluenza virus ¢,



Atualmente, sdo considerados causadores de doenca respiratoria aguda o0s
seguintes virus respiratorios: virus sincicial respiratorio (VSR), virus parainfluenza tipo
1, 2, 3 e 4 (PIVL, PIV2, PIV3 e PIV4), virus influenza A e B ( Flu A e Flu B),
adenovirus (ADV), coronavirus OC43, 229E, NL63 e HKUL, rinovirus humanos,
alguns subtipos de enterovirus (enterovirus 68), e, mais recentemente,
metapneumovirus humano (hMPV), bocavirus humano (HBoV), virus influenza C e os
poliomavirus WU e KI. Contudo, alguns virus apresentam elevadas taxas de codeteccéo,
como é o caso dos rinovirus, enterovirus, bocavirus humano, coronavirus e dos
poliomavirus, sendo questionada sua importancia na etiologia dessas infecgdes ¥,

J& as manifestacBes bacterianas contam em sua fase aguda com bactérias
aerdbicas como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis e Streptococcus pyogenes ©% 59 e com anaerébios como Peptostreptococcus,
Prevotella e Fusobacterium spp ©®. Em sua fase cronica, existe predominio dos
anaerobios, principalmente Prevotella, Fusobacterium e Peptostreptococcus spp.
Porém, bactérias aerdbias como Staphylococcus aureus, Moraxella catarrhalis e
Haemophilus spp também podem ser encontrados ©2).

Para a deteccdo de antigenos virais nas amostras respiratdrias, varias técnicas
tém sido utilizadas. Ensaios imunoenzimaticos (EIA) ou por técnicas de
imunofluorescéncia (IFA) tém sido amplamente utilizadas desde a década de 70 no
diagnostico etioldgico das infeccdes respiratérias agudas. A melhora das técnicas
empregadas, com desenvolvimento de placas com capacidade para deteccdo de
maltiplos virus (multiplex) aumentou a sensibilidade do meétodo e permitiu o
diagndstico de coinfeccBes. Apesar dos avancos, a sensibilidade para alguns tipos virais
como os adenovirus e 0 metapneumovirus humano € baixa, sendo frequentes 0s casos de
falso-negativos ©7),

Mais recentemente a elaboracdo e aprimoramento das técnicas de biologia
molecular geraram um importante avango no diagndstico das doengas virais. A
amplificagdo do &cido nucléico através da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR),
pode ser realizada quando necessario apos a transcricao reversa (RT-PCR), permitindo o
diagnostico de quase todas as infecgdes causadas tanto por virus RNA como DNA, de
forma répida e altamente sensivel e especifica ©®.

O PCR e suas variag0es, com sistemas automatizados de extragdo, amplificacao
e deteccdo de acido nucleico, plataformas para multiplos agentes (multiplex), ensaios



quantitativos ou semiquantitativos, transformou-se em uma importante ferramenta
diagndstica. Associado ao surgimento de equipamentos cada vez menores e mais
portateis e a protocolos de facil execucgdo, o diagnostico molecular vem se tornando uma
opcao custo-efetiva e sendo preferida aos demais métodos ©9),

Os agentes mais envolvidos nas co-detec¢des sdo 0s rinovirus, coronavirus e o
bocavirus humano. O grau de participacdo de cada virus nos episodios de codetecgdo
ainda ndo esta bem elucidado. Em média, os diversos virus respiratorios sao excretados
até uma semana apoés o inicio da infec¢do. No entanto, ja foi demonstrado que lactentes
e pacientes imunossuprimidos podem apresentar um periodo mais prolongado de
excrecdo, chegando a duas ou trés semanas, ou até meses em algumas situagdes €.

Alguns virus como o adenovirus e o bocavirus humano podem permanecer por
longos periodos na nasofaringe apo6s a primoinfeccdo, tornando dificil a diferenciacao
dos quadros agudos e remanescentes V),

Quanto a metodologia de identificacdo dos agentes microbioldgicos que
ocasionam a infeccdo viral, Pitkaranta et al, 1997 realizaram um estudo através do
acompanhamento de 20 casos de adultos com rinossinusite adquirida da comunidade,
sendo que 18 pacientes apresentavam sinais clinicos de rinossinusite, com imagem de
RX dos seios da face alterada. No diagnostico desses pacientes foi utilizado o RT-PCR,
por ser uma técnica mais sensivel do que o isolamento em cultura celular ¢,

Existem poucos relatos sobre os aspectos virais ou mesmo bacterianos das
rinossinusites em pacientes com ICV. Ha relatos do predominio de Haemophilus
influenzae nas amostras nasais colhidas de pacientes com imunodeficiéncia primaéria,
nos estudos comparativos entre pré e pés tratamento pela reposicdo de imunoglobulina
©3, Em 2007, um estudo com 17 pacientes obteve confirmagio por RT-PCR da
presenca de rinovirus em cinco pacientes, de enterovirus em trés e virus sincicial
respiratorio em um dos pacientes ¢4, Outros estudos demonstraram que pacientes com
hipogamaglobulinemia primaria possuem 4,4 vezes mais episodios de infec¢Oes
respiratérias agudas, que o numero de infecgdes respiratdrias virais também é
significativamente aumentado, que a incidéncia de complicacdes, incluindo internagoes
e necessidade de uso de antibidticos, € aumentada, que a persisténcia do virus €
prolongada e que a duracédo e intensidade dos sintomas é maior do que em individuos
imunocompetentes © %), Em complementac&o a identificacio dos agentes, sejam virais

ou bacterianos das rinossinusites, sabe-se que viroses respiratorias causadas por



rinovirus, virus sincicial respiratorio e influenza estimulam o epitélio respiratorio a
produzir citocinas, que destroem os cilios da superficie do epitélio (ciliocitofolia),
prejudicando a limpeza mucociliar; porém, ndo se encontra na literatura mensuracéo ou
quantificacdo destas citocinas em conjunto com o estudo da identificagdo dos agentes
virais ou mesmo bacterianos da rinossinusite, inclusive nada se encontra quando se
estudam as imunodeficiéncias primarias.

Esclarecendo um pouco mais sobre citocinas, sabe-se que varias interacGes entre
as células do sistema imunoldgico sdo controladas por estes tipos de mediadores
soltveis. As citocinas formam um grupo de proteinas de sinalizacdo intercelular que
regulam ndo sO respostas inflamatorias e imunolodgicas locais e sistémicas, como
também a cicatrizacdo de feridas, a hematopoese e muitos outros processos bioldgicos.
A caracterizacdo de um subtipo de resposta pode ser observada com a presenca de
determinadas citocinas.

A compreensédo do papel das diferentes citocinas na resposta imune protetora e
na resisténcia ou suscetibilidade do paciente aos agentes virais permite obter um
parametro de comportamento destas citocinas, levando a um melhor diagnostico, seja
ele mais preciso ou mesmo mais direcionado ao correto tratamento a ser utilizado.

Nesse contexto, onde o papel e a importancia da infeccéo viral na patogenia das
rinossinusites ainda vem sendo esclarecida, h& poucos relatos na literatura sobre estudo
dos agentes virais das rinossinusites em pacientes com ICV 646 E n3o ha estudos que
avaliem de uma maneira global (identificacdo viral, quantificacdo de citocinas e
quimiocinas e estudo da expressdo génica de genes relacionados a imunidade inata e
adaptativa antiviral) em pacientes com ICV. Esse estudo visa gerar uma melhor
compreensdo da patogenia em questdo para se estabelecer e delinear peculiaridades dos
mecanismos regulatorios e da geracdo da resposta imunoldgica nestes pacientes

imunodeficientes.



1.1 Virus respiratorios

1.1.1 Virus Sincicial Respiratorio

O VSR pertence a familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus. E um virus
envelopado, com nucleocapsideo helicoidal, RNA fita simples de polaridade negativa,
com diametro variando entre 150 a 300nm. O RNA viral é organizado em 10 genes que
traduzem 11 proteinas: NS1 e NS2: ndo estruturais; N: nucleocapsideo; P: fosfoproteina
(complexo polimerase); M: matriz; SH: glicoproteina hidrofébica de superficie; G:
adesdo; F: fusdo (membrana plasmaética e formacao sincicio); M2-1 e M2-2: fatores de
transcricdo e regulacdo; L: nucleoproteina. As proteinas de superficie G e F sdo de
especial importancia clinica com implicacdes diagnosticas e terapéuticas ©7).

O VSR apresenta dois subgrupos, A e B, sendo que sao distintos em relacdo as
propriedades antigénicas por algumas proteinas de superficie G, F, N e P. A proteina G
(adesdo) é a que apresenta maior variabilidade com 53% de homologia entre 0s grupos
A e B. Ja a glicoproteina F (fusdo) é menos variavel mantendo a similaridade antigénica
entre os dois subgrupos ©®.

A imunidade induzida pela primoinfeccéo é limitada e pouco efetiva, sendo as
reinfeccdes frequentes. A gravidade da doenca geralmente reduz apds a terceira
infeccdo em pacientes imunocompetentes, limitando-se a sintomas do trato respiratorio
superior ©9),

A transmissdo do VSR ¢ através de contato viral nasal e ocular ©9.

A sazonalidade do virus sincicial respiratério € bem marcada nos climas
temperados, sendo que a estacdo de VSR geralmente ocorre nos meses de outono e
inverno, estando praticamente ausente nos meses de verdo 9,

Estudos de epidemiologia molecular demonstraram que durante uma mesma
estacdo de VSR ha circulacdo de cepas distintas de ambos os grupos A e B e dentro de
cada grupo. A constante variabilidade entre as cepas proporcionaria uma vantagem
seletiva ao virus, permitindo a manutencdo de epidemias anuais por uma populacéo
sempre susceptivel V.

No Brasil ha relatos referentes a sazonalidade das infecgdes pelo VSR em varios
estados, evidenciando diferencas no padréo de circulagdo do virus nas principais regides
do pais. Dados oficiais do sistema de vigilancia epidemiolégica para o virus influenza



(Sivep-Gripe), com coleta de informacdo em unidades sentinela em todo o territorio
nacional, demonstram picos de circulacio do VSR entre os meses de Marco a Junho 2,

1.1.2 Metapneumovirus

O metapneumovirus humano (hMPV) foi descrito em 2001 por van den Hoogen
e colaboradores %),

E um virus RNA de fita simples, polaridade negativa (-sSRNA), n&o
segmentado, pertencente a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género
Metapneumovirus. Envelopado, com nucleocapsideo helicoidal e didmetro de 150 a 300
nm, codifica nove proteinas. E subdividido em dois grupos principais, A e B e quatro
subgrupos (A1, A2, Bl e B2) (),

Estruturalmente, apresenta grande semelhanca com o VSR incluindo a presenca
das importantes glicoproteinas de superficie G (adesao) e F (fusdo). Difere do mesmo
por n&o apresentar as duas proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2) (74,

Sua circulacdo nos paises de clima temperado ocorre durante os meses de
inverno e inicio de primavera, porém em regides tropicais pode apresentar picos durante
a primavera e inicio do verdo. Frequentemente tem sido observada maior incidéncia nos
meses de pico do VSR ou subsequentes aos meses de maior circulacdo do virus sincicial

respiratorio humano ),

1.1.3 Virus Parainfluenza

O virus parainfluenza humano (PIV) pertence a familia Paramyxoviridae,
géneros Respirovirus (PIV1 e PIV3) e Rubulavirus (PIV2 e PIV4), com quatro tipos
(PIV1-PIV4) sendo os tipos 1, 2 e 3 de maior relevancia clinica. E um virus composto
por RNA de fita simples, de polaridade negativa (-ssSRNA), ndo segmentado, com
didmetro médio de 150 a 300nm. Virus envelopado, apresenta em sua superficie duas
proteinas: HN (atividade hemaglutinagio e neuroaminidase) e F (fusdo) (/).

E endémico ao longo do ano, com maior circulagio na primavera 7,

O quadro clinico mais frequente é a laringotragueobronquite, ou crupe, porém

causa também bronquiolite, pneumonia e infecgéo do trato respiratorio superior .
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1.1.4 Virus Influenza

O virus influenza pertence a familia Orthomyxoviridae, e apresenta trés tipos, A,
B e C. Sédo virus envelopados, com diametro entre 80 a 120nm, compostos de RNA de
fita simples, polaridade negativa (-ssSRNA) e segmentado em sete (influenza C) ou oito
(influenza A e B) partes que decodificam de nove a onze proteinas virais. O influenza A
pode ser sub-classificado, baseado nas diferencas antigénicas de duas principais
proteinas de superficie, a hemaglutinina (HA) e a neuroaminidase (NA). Atualmente sdo
descritos dezoito tipos de HA e onze de NA, no entanto, nos seres humanos s&o mais
frequentemente isolados trés tipos de HA (H1, H2 e H3) e dois de NA (N1 e N2) (/& 79),

As cepas de influenza sdo nomeadas de acordo com o tipo, local de isolamento,
nimero da cepa, ano de isolamento, e subtipo, como exemplo: A/Beijing/32/92/
(H3N2). Na superficie, o virus da influenza expressa algumas glicoproteinas
importantes, como a hemaglutinina que € responsavel pela adsorcdo e penetracdo do
virus, a neuroaminidase, que atua na liberacdo viral e disseminacdo para o trato
respiratorio e M2, presente apenas no influenza A, que regula a montagem viral /®.

O virus influenza apresenta distribuicdo mundial, sendo as principais cepas
circulantes subtipos de influenza A HIN1 e H3N2 e influenza B. Sua maior circulagio
ocorre durante os meses de inverno em climas temperados, causando surtos epidémicos
anuais. Alteragdes antigénicas menores do tipo “drift”, com mutag¢des pontuais no
segmento genético que codifica HA e NA causam variacdes antigénicas responsaveis
por surtos epidémicos sazonais que garantem a circulagdo viral ao longo das décadas. J&
mutacoes antigé€nicas maiores do tipo “shift” com aquisicdo de novos segmentos
genéticos, inclusive de outras espécies animais, ocorrem mais raramente e estdo
associadas as pandemias em populac@es totalmente susceptiveis, fendmeno observado
recentemente em 2009, com o virus HIN1 pandémico @,

Uma vez iniciada a estacdo de influenza a circulacdo viral geralmente ocorre
durante cinco a oito semanas. A transmissao é respiratoria de pessoa para pessoa através
de tosse ou espirros, mas também por fomites em superficies contaminadas. Em geral,
0S surtos comunitarios primeiro atingem criancas em idade escolar disseminando para
adultos e outros membros da familia G,

A manifestacdo clinica principal é febre de inicio stbito com calafrios, tosse ndo

produtiva, cefaléia, adinamia e mialgia difusa, caracterizando quadro gripal tipico.
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Outros sintomas como congestdo e obstrucéo nasal, coriza, odinofagia, dor abdominal,
nauseas e vomitos, diarréia e conjuntivite estdo relacionados com influenza ©V),

Em Abril de 2009 foi identificada uma cepa emergente de influenza A HIN1
que apresentava rearranjo triplo, composta por RNA de linhagens de virus que
circulavam em humanos, suinos e aves 2. Houve a partir desta data uma transmiss&o
mundial dessa nova cepa pandémica, cuja circulacao inicial ocorreu no México ©.

Estima-se que ao final de 2009, 200 milhdes de pessoas haviam sido infectadas
pelo novo virus. Curiosamente a populacdo alvo do influenza pandémico,
A(H1N1)pdm09, ndo foi a habitualmente acometida pelo influenza sazonal, atingindo
adultos jovens entre 30 a 50 anos de idade. No entanto, as hospitalizages ocorreram em
maior nimero nos lactentes, nas gestantes e em individuos com comorbidades €.

Atualmente, segundo informacgdes disponibilizadas pelo Grupo Técnico de
Influenza da Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Salde (GT
Influenza/SVS/MS), em 2016, foram confirmados 5.871 casos de A(H1N1)pdmOQ9
dentre os 35.461 casos suspeitos de sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) em
todas as faixas etarias. Desses casos confirmados, 1.121 evoluiram a 6bito (/2.

A prevencdo pode ser realizada através de vacinas. Existem dois tipos de vacinas
atualmente licenciadas, uma vacina trivalente inativada (T1V) e uma vacina intranasal
com virus vivo atenuado (LAIV), esta ainda ndo disponivel no Brasil. A vacina
inativada é constituida por dois subtipos de influenza A (HIN1 e H3N2) e um tipo B,
que sdo atualizados anualmente de acordo com estudos de vigilancia das cepas

circulantes 189,

1.1.5 Adenovirus

O adenovirus pertence a familia Adenoviridae, género Mastadenovirus.
Apresenta sete subgrupos: A — G, com 53 sorotipos distintos que séo infectantes para 0s
seres humanos ©®. E um virus composto por DNA de fita dupla, linear, nio
segmentado, podendo codificar de 30 a 40 genes. N&o possui envelope e sua estrutura €
formada por um capsideo icosaédrico, com diametro variando entre 65 a 80 nm @),

S&o causadores de doenca respiratdria, gastrointestinal e conjuntivites, sendo os

tipos mais frequentes respiratorios: 1, 2, 3, 5, 6 e 7, gastrointestinais: 40 e 41 e oculares:
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8, 19 e 37. Surtos de sorotipos respiratorios sdo mais comuns no inverno e primavera
(88).

A faixa etdria mais acometida sdo criancas de até cinco anos de idade e estima-se
que até o primeiro ano de vida 33% das criancas ja foram infectadas com pelo menos
um sorotipo e metade das criancas em idade pré-escolar apresenta anticorpos contra 0s
subtipos entéricos @),

Os adenovirus sao transmitidos por via respiratoria, contato, fomites, fecal-oral e
agua contaminada. O periodo de incubacdo € longo, variando de 2 a 15 dias com média
de 10 dias. A replicacdo viral ocorre geralmente no trato respiratdrio e gastrointestinal e
0 virus pode ser excretado nas secre¢des respiratorias por 5 a 10 dias e nas fezes por
semanas ou meses. Alguns estudos recentes apontam para a persisténcia do adenovirus
na forma de infeccdo latente nos linfocitos das mucosas respiratorias e do trato
digestivo, podendo ser reativado em situacbes clinicas especificas, como nas
imunossupressdes %91,

Uma vez que a via de transmissao € ampla e a excre¢do € longa, o adenovirus é
causador de surtos em unidades fechadas (creches, quartéis) e hospitais. O isolamento
respiratorio e de contato do paciente internado com adenovirus é de grande importancia
na prevencdo de surtos nosocomiais em especial nas unidades de terapia intensiva e

neonatal, onde as infecgBes podem ser mais graves e letais ©2),

1.1.6 Rinovirus

O rinovirus humano (HRV) foi primeiramente descrito na década de 1950 em
um esforco para identificar a etiologia do resfriado comum. HRV € a principal causa de
infeccdo do trato respiratério superior, levando a consideraveis perdas econdmicas nos
termos de visitas médicas e faltas & escola e ao trabalho ®39). Apesar de ser causa de
infeccbes do trato respiratorio superior relativamente benignas, HRVs sdo ligadas a
exacerbacdes de doencga pulmonar crénica, desenvolvimento de asma, bronquiolite em
criancas e pneumonia fatal em idosos e adultos imunocomprometidos.

HRVs, membros da familia Picornaviridae e género Enterovirus, séo virus de
polaridade positiva e fita simples de RNA (ssRNA) com aproximadamente 7.200 pares
de bases. O genoma viral consiste de um Unico gene cuja proteina traduzida é clivada

por proteases em 11 proteinas ©”). Quatro proteinas, VP1, VP2, VP3 e VP4 formam o
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capsideo viral que envolve o genoma de RNA, enquanto que o restante das proteinas
ndo estruturais estdo envolvidas na replicagdo e montagem do genoma viral. As
proteinas VP1, VP2, VP3 representam a diversidade antigénica viral, enquanto VP4
ancora o nucleo do RNA ao capsideo. Ha 60 cdpias de cada uma das quatro proteinas do
capsideo, dando ao virion uma estrutura icosaédrica, com um cénion em VP1 que serve
como local de ligagdo aos receptores da superficie celular. Mais de 90% dos sorotipos
dos HRV conhecidos, o "grupo principal - major group ", utiliza o receptor da superficie
celular ICAM-1 (molécula de adesdo intracelular 1 ou CD54), enquanto que 0 "grupo
secundario — minor group" se prende e entra nas células através do receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR). Alguns dos principais grupos de HRVs
também utilizam sulfato de heparano como um receptor adicional.

Até recentemente, HRVs foram classificados em duas espécies, HRV-A e B,
com base em critérios de seqiiéncia filogenéticas ©7.

O desenvolvimento de técnicas moleculares altamente sensiveis para a
identificacdo do HRV em amostras clinicas levaram a identificacdo e designacdo de
uma nova espécie, HRV-C, pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus em 2009
%®), Cepas de HRV-C tem uma organizagdo gendmica semelhante ao da HRV-A e
HRV-B; no entanto, existem varias caracteristicas distintas que apoiam sua classificacdo
como uma nova espécie ©% 100,

HRVs sdo transmitidos de pessoa para pessoa através do contato (seja direta ou
através de um fomite) ou aerossois (particulas pequenas ou grandes) 01192 A infeccéo
por HRV ¢ eficientemente iniciada por inoculacdo intranasal e conjuntival, mas ndo por
via oral. Em estudos de infeccdo natural e experimental, o HRV € regularmente
depositada sobre as médos e introduzidos no ambiente. HRV é detectado em 40% das
maos dos voluntarios infectados naturalmente e em 6% dos objetos de suas casas 1%,

O rinovirus causa doencas respiratérias em todo o mundo e ao longo do ano.
Comecando na década de 1960, estudos longitudinais da epidemiologia e de
caracteristicas clinicas da infeccdo por HRV em climas temperados relataram um pico
de incidéncia no inicio do outono, com um pico menor na primavera. Mais estudos
prospectivos empregando metodos recentes de deteccdo molecular (RT-PCR)
replicaram essas descobertas %+1%) Em geral, HRVs sdo a causa mais comum de

doenca respiratoria viral durante a primavera, verao e outono.
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1.1.7 Coronavirus

Coronavirus € um virus envelopado, da familia Coronaviridae e género
Coronavirus, com polaridade positiva, ndo segmentada e genomas de RNA de fita
simples @7 198) Morfologicamente os coronavirus sdo esféricos ou pleomdrficos com
didmetro médio de 80 — 120 nm.

O primeiro coronavirus humano foi identificado na década de 1960 por Tyrrell e
Bynoe 1% 119 0O virus foi posteriormente nomeado de coronavirus humano 229E
(HCoV-229E) (07,

Os coronavirus afetam um grupo diverso de hospedeiros, e causam uma grande
variedade de doencas Y. Em humanos, resultam em complicacdes do trato respiratorio
com graus de severidade variados e tém sido associados a gastroenterites. Quatro
coronavirus humanos (HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63 and HCoV-HKUL1) séo
endémicos na populagdo humana e sdo principalmente associados com doencas
respiratorias leves e auto-limitadas. Outros dois coronavirus humanos, chamados
SARS-CoV e MERS-CoV, causam sindromes respiratorias graves com altas taxas de
letalidade.

A apresentacdo clinica desses quatro coronavirus humanos ndo severos é
sintomaticamente indistinguivel, geralmente com rinorréia, dor de garganta, tosse e
febre 12 113) A maioria das infeccdes sdo associadas a doencas do trato respiratorio
superior com quadro auto-limitado ou “resfriado comum”, mas podem se apresentar
com uma evolucdo de alta morbidade com acometimento do trato respiratdrio inferior
incluindo bronquiolite e pneumonia t14116) exacerbagdes de asma 17, exacerbacdes
agudas de doenca pulmonar obstrutiva cronica '® e crupe nos pacientes infectados por
HCoV-NL63 (19),

Todas as faixas etarias sdo acometidas !> 13 mas representam doenca grave
nos jovens, idosos e imunocomprometidos (4 120. 121 frequentemente resultando em
hospitalizacdo. Dada a alta prevaléncia de infecgdes respiratorias, o coronavirus humano
representa uma doenca de importancia substancial devido as altas implicacdes nos
trabalhadores em decorréncia de faltas ao servigo 122,

S30 relatadas altas taxas de coinfecgdo com outros virus respiratorios (12 113,120,
123)
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Todos os quatro coronavirus humanos sédo endémicos em todo o mundo e
apresentam uma prevaléncia aumentada durante os meses de inverno em locais de clima
temperado (120-122),

1.1.8 Bocavirus

Descoberto em 2005 1?4, o Bocavirus humano (HBoV) é um DNA virus com
capsideo icosaédrico ndo envelopado da familia Parvoviridae e género Bocavirus %%,
Possui quarto tipos: hBoV1, hBoV2, HboV3 e HBoV4 (126.127),

O genoma linear de fita simples codifica duas formas de proteina ndo estrutural
NS1, uma fosfoproteina nuclear NP1, e duas proteinas capsidicas estruturais VP1 e VP2
(128)_

O principal ponto de replicacdo do HBoV1 parece ser o trato respiratorio.
HBoV1 também pode ser encontrado no soro, apontando para uma disseminacao
sisttmica 2% 139 O nimero de copias virais do HBoV1 nas fezes é baixo, mas 0s
HBoV 2 — 4 tém sido encontrados predominantemente nas fezes (126 127,131,

HBoV1 tem sido detectado por mais de seis meses em amostras de nasofaringe
seriadas, mesmo em individuos assintomaticos %% 133, HBoV1 é frequentemente co-
detectado em amostras com outros virus.

Mundialmente presente, a prevaléncia do dNA do HBoV1 em criangas jovens
com infeccgdes do trato respiratdrio é em torno de 10%, em alguns estudos é maior que
30% @34, Ocorre em todo o ano, mas ¢ mais comum no inverno. HBoV1 ¢ mais
frequentemente detectado em criancas jovens (menos de dois anos de idade) do que em
criancas mais velhas e adultos.

Estudos epidemioldgicos tém documentado que a maioria das criangas tem
anticorpos 1gG contra HBoV1 na idade escolar (35 136),

As manifestacdes clinicas variam de leves infec¢bes respiratorias do trato
superior a pneumonias severas. A patogenicidade do HBoV1 tem sido questionada pela
documentacdo de outros virus na mesma amostra em mais de 90% dos casos e pela
deteccdo do bocavirus em individuos assintomaticos em mais de 40% 34,

Infecgbes por HBoV1 ndo podem ser clinicamente diferenciadas de outras
infeccBes respiratorias virais. HBoV pode ser detectado pela técnica do PCR (129 137.138),
Também é possivel avaliar anticorpos IgM e 1gG especificos para bocavirus (35 137-140),

O tratamento é de suporte e sintomatico, direcionado aos sintomas clinicos 4V,
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Identificar os agentes virais da rinossinusite nos pacientes com ICV e nos
individuos normais com quadro de rinossinusite aguda (ou agudizagdo de
rinossinusite cronica) em um contexto prospectivo de modo a avaliar as

variacdes sazonais;

Definir com mais clareza quais citocinas e quimiocinas estdo presentes e qual é
0 seu comportamento (quantidade ou episddio em que aparecem) nos diferentes

grupos a serem estudados (controle e pacientes com ICV);

Definir por PCR quantitativo em tempo real a expressao de genes relacionados a
imunidade inata e adaptativa ativados nas infec¢fes virais nos dois grupos de

individuos.



3. Métodos
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3.1 Casuistica

3.1.1 Pacientes

Na elaboragdo deste trabalho foram estudados pacientes com ICV com idade
entre 18 e 60 anos, regularmente matriculados no Ambulatério de Manifestagdes
Dermatoldgicas das Imunodeficiéncias Primarias (ADEE-3003) do Servico de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (HCFMUSP). Esses pacientes sé@o regularmente acompanhados, fazem
reposicéo regular de imunoglobulina humana intravenosa (IglV) a cada 3 - 4 semanas
na dose de 400 — 600 mg/kg/dose e apresentam niveis de IgG sérico maior que 600
mg/dl.

Critério para inclusdo no estudo: ser portador de ICV e estar em vigéncia de
rinossinusite aguda ou agudizacdo da rinossinusite cronica de provavel etiologia viral
(com no maximo cinco dias de sinais e sintomas), segundo os critérios de diagnostico
estabelecidos por SHAPIRO et al. 142),

Ao ingressarem no estudo, 0s pacientes ou responsaveis foram esclarecidos
verbalmente quanto a natureza e objetivo da pesquisa, autorizando por escrito a
realizacdo dos ensaios laboratoriais, ao firmarem um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Nele constaram as informacdes sobre a pesquisa e a auséncia de
beneficio terapéutico imediato, ficando os pacientes livres para abandonar o referido
estudo, no momento que desejassem, sem prejuizo do atendimento médico a eles
prestado. O presente protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina da USP com o n° 1185/06 (anexo).

3.1.2 Individuos-controle

Foram selecionados individuos adultos imunocompetentes, sem evidéncia
clinica ou laboratorial de outra doenca que compareceram para atendimento no LIM-56
do HCFMUSP com quadro de rinossinusite aguda ou agudizacdo de rinossinusite

crénica de provavel etiologia viral e no maximo cinco dias de sinais e sintomas.
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3.2 Coleta das amostras

Ap0s preenchidos os critérios de inclusdo para o presente estudo, o TCLE foi
assinado pelo paciente ou seu representante legal.

Em seguida, foi coletada amostra de lavado nasofaringeo (LNF) com a instilacdo
de 3 (trés) a 5 (cinco) mililitros (mL) de soro fisiolégico 0,9%, através de uma seringa
sem agulha, em cada narina do paciente sentado com a cabeca inclinada para tras. O
paciente prendeu a respiracdo por 10 segundos e posteriormente inclinou sua cabeca
para frente (movimento de flex&o), assoando o nariz em copo de coleta de material
bioldgico. Em seguida, o processo foi repetido na outra narina 43,

O material colhido, acondicionado em tubo estéril e mantido sob refrigeracéo,
foi imediatamente encaminhado ao LIM-52 (Laboratério de Virologia do Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo) para anélise viral e para o Laboratério de Investigacdo
Médica em Dermatologia e Imunodeficiéncias (LIM-56) para a avaliacdo da expressao
génica de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral por rt-PCR e para
a quantificacdo de citocinas e quimiocinas por CBA.

Foram colhidas amostras dos pacientes com ICV e dos individuos controle
quando estes apresentavam sinais e sintomas de rinossinusite aguda ou rinossinusite
cronica agudizada por virus e com inicio em até 5 dias. Também foram coletadas
amostras quando esses pacientes estavam assintomaticos por um periodo minimo de seis

meses e demonstrando resolucdo completa do quadro.

3.3 Técnicas para diagnostico dos virus respiratorios

Chegando ao LIM-52, uma parte das amostras foi utilizada para deteccdo direta
dos virus com anticorpos monoclonais (imunofluorescéncia direta - IFD) e o restante foi
estocado em freezer a —80°C para posterior estudo por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).

3.3.1 Deteccéo direta com anticorpos monoclonais

Os virus respiratorios que foram pesquisados por imunofluorescéncia direta

foram os seguintes: virus sincicial respiratério (VSR), adenovirus (ADV), influenza A
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e B (Flu A e B), e parainfluenza 1, 2 e 3 (PIV1, 2 e 3). As secre¢des respiratorias foram
centrifugadas e lavadas por duas vezes com Solucdo Salina Tamponada (PBS) para a
aquisicdo de suspensao de células epiteliais do trato respiratério. Em seguida laminas
foram preparadas, com uma gota para cada monoclonal, fixadas com acetona por um
periodo de 10 minutos e secas em temperatura ambiente.

Foi utilizado o kit comercial DAKO e adicionado o monoclonal especifico
sobre cada gota. As laminas foram incubadas a 37°C por 15 minutos, lavadas com PBS
por 5 minutos, secas e montadas com glicerina. A leitura foi realizada em microscopio

de imunofluorescéncia.

3.3.2 Extracdo de RNA viral

A extracdo do RNA foi feita com o kit de extracdo de RNA Qiagen, de acordo

com as instrucgdes do fabricante.

3.3.3 PCR (Polimerase Chain Reaction) na analise de diferentes virus

Duas plataformas de PCR foram utilizadas: 1) para o diagnéstico de influenza A
H1N1 foi realizado PCR em tempo real de acordo com o protocolo atualizado do Center
for Disease Control, Atlanta, USA, disponivel no site www.cdc.gov; 2) para
diagnostico dos demais virus respiratérios foi realizado PCR multiplex com o kit
Seeplex® RV 15 ACE Detection (Seegene, Seoul, Korea). Com esta plataforma, 15
virus respiratorios podem ser identificados em eletroforese em gel de agarose, por
comparagdo com o tamanho do fragmento de referéncia especifico fornecido pelo
fabricante. O kit permite a identificagdo dos seguintes virus respiratorios: Adenovirus
(ADV), metapneumovirus humano (hMPV), coronavirus (HCoV) 229E/NL63, HCoV
OC43/HKU1, parainfluenza (PIV) 1, 2, 3 e 4, influenza A e B, virus sincicial
respiratdrio (VSR) A e B, rinovirus (HRV) e bocavirus 1, 2, 3 e 4. A extracdo de RNA e
transcri¢do reversa foram feitas com kits comerciais e a amplificacdo do cDNA foi feita
em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
A revelagdo do gel foi feita por transiluminagdo UV e armazenado em equipamento
Alphalmager ® CE System, (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA).


http://www.cdc.gov/
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3.4 Preparo das amostras e separacgdo de células no LIM-56

As amostras recebidas no LIM-56 foram centrifugadas a 1.800 x G por 10
minutos para a aquisicdo do botdo celular ao qual foi adicionado 100 pl de RNA later
para melhor conservacdo do RNA. Tanto o botdo celular quanto o sobrenadante foram
congelados e conservados no freezer a -80°C para posterior realizacdo da avaliacdo da

expressao génica por rt-PCR e para a quantificacdo de citocinas e quimiocinas por CBA.

3.5 Avaliacdo da sintese de citocinas e quimiocinas

A determinagéo das quimiocinas e citocinas foi realizada por citometria de fluxo,
utilizando o Kit Cytometric Bead Array (CBA, BD Pharmingen). Foram dosadas as
quimiocinas 1L-8 (CXCL8), RANTES (CCL5), MIG (CXCL9), IP-10 (CXCL10) e
MCP-1 (CCL2) e as citocinas do kit Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
TNF e IFNy), além das citocinas IL-12/1L-23p40, IFNa (por CBA flex) e de TNF, IL-10
e IL-1p (por CBA flex de alta sensibilidade) de acordo com as instru¢des do fabricante.
A aquisicdo das amostras foi realizada no citobmetro de fluxo (LSR Fortessa - BD
Biosciences) e os resultados foram gerados em formato grafico e tabular utilizando o
BD FCAP array Software. A sensibilidade do teste para as quimiocinas foi de: CXCL8
(0,2 pg/ml), CCL5 (1,0 pg/ml), CXCL9 (2,5 pg/ml), CCL2 (2,7 pg/ml) e CXCL10 (2,8
pg/ml). A sensibilidade para a deteccéo das citocinas foram de: IL-1p alta sensibilidade
(0,048 pg/ml), IL-2 (2,6 pg/ml), IL-4 (4,9 pg/ml), IL-6 (2,4 pg/ml), IL-10 alta
sensibilidade (0,013 pg/ml), 1L-12/1L-23p40 (7,9 pg/ml), IL-17A (18,9 pg/ml), TNF alta
sensibilidade (0,06 pg/ml), IFNa (1,5 pg/ml) e IFNy (3,7 pg/ml).

3.6 Estudo da expressdo génica relacionada a imunidade inata e adaptativa

antiviral (Quantificacdo por PCR em tempo real)

A PCR em tempo real é uma técnica importante para o estudo e deteccdo da
expressao génica de moléculas relacionadas aos processos biolégicos.

Neste estudo, utilizamos a técnica de PCR em tempo real quantitativa,
demonstrando a expressdo génica de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa

ativados nas infecgdes virais.
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De maneira a facilitar o estudo, utilizamos o “PCR array”, método que combina
a técnica de PCR em tempo real e seu melhor desempenho, com a capacidade de
deteccdo de multipla expressdo génica de um microarray, de maneira simultanea. O
emprego do “PCR Array” possibilita uma quantificacdo simultanea de mais de um
produto génico, seja ele raro ou abundante, desde que estejam presentes em uma mesma
amostra, sendo possivel a obtencdo de resultados abordando uma maior e mais ampla

faixa de estudo.

3.6.1 Constituicéo do “PCR Array” e vantagens da sua utilizacéo

O “PCR Array” consiste em um arranjo (painel) projetado em uma pequena
placa, para leitura em equipamento de PCR em tempo real. E uma forma muito
confidvel e sensivel de se estudar processos bioldgicos, vias metabodlicas, vias de
transducdo de sinais e doencas. Atualmente é utilizado por muitos pesquisadores no
estudo de cancer, disturbios ou avaliagdo do sistema imunoldgico, estudo de células-
tronco, dentre outras plataformas de estudo ja disponiveis.

A solicitacdo desse tipo de ensaio prende-se ao fato de permitir o estudo de mais
de uma molécula simultaneamente, eliminando muitos passos de validagdo ou
padronizacdo de técnicas (pois ja conta com controles positivos e também com curva
padrdo), comparado com uma reacdo de PCR em tempo real normal, pois €
personalizado e direcionado para um determinado grupo de moléculas.

O “PCR Array” tem portanto, especificidade, reprodutibilidade e precisdo no
estudo da expressdao génica em uma mesma placa com 96 ou 384 pocos. Cada poco do
“PCR Array” representa a expressao de um gene relatado seja no estudo de vias
metabdlicas, de moléculas a serem analisadas ou da doenca em questdo. Também
encontramos na placa os controles positivos, os controles “housekeeping” e controles da
reacao rt-PCR, ja padronizados e validados.

No estudo de imunodeficiéncias sabe-se que é muito importante se utilizar de
metodologias que trabalhem com alta sensibilidade, ja que os pacientes possuem células
em baixa quantidade. Juntamente com esta questdo soma-se a area da qual o material é
retirado, que por muitas vezes conta com baixo nimero de copias de material genético
do que necessita ser quantificado e mensurado. Utilizamos a metodologia de “PCR

Array”, pois ela analisa varias moléculas simultaneamente, ja possui controles positivos
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e curva padrdo padronizadas e trabalha com quantidades possiveis de serem obtidas nas
amostras colhidas dos pacientes em estudo, possibilitando a avaliacdo das moléculas
presentes na regido estudada relacionadas aos mecanismos fisiopatoldgicos
possivelmente associados aos disturbios encontrados na doenca e contribuindo assim
para melhor entendimento da ICV e de seu comportamento. A sensibilidade alcangada
por este método garante rendimentos bem superiores a 90 %, muitas vezes ndo obtidos
por outras técnicas, somados ainda a intensiva padronizacdo que deve ser realizada,
quando nos utilizamos de outras técnicas aqui ndo mencionadas. Em decorréncia da
previsivel parcimonia de células obtidas na coleta de secrecdo nasal, utilizamos um
passo de amplificacdo que utiliza iniciadores relacionados aos genes em questéo, que
serdo estudados no projeto. Dessa forma, com quantidades acima de 2 ng de material
genético se consegue sucesso na analise.

Outro ponto importante no qual é necessario se preocupar € quanto a precisao de
um método. A precisdo representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicbes
definidas. Os resultados de analises j& realizadas com “PCR Array” demonstram
eficiéncia na amplificagdo de 99% com intervalo de confianca entre 90%-110%:

Dentro do item precisdo encontra-se um ponto muito importante a ser
considerado, a reprodutibilidade. Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal para a linha de regressdo. A ANVISA
recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO recomenda um
valor acima de 0,90. Em um estudo de diferentes pesquisadores foi comprovado que o
“PCR Array” atingiu valores de coeficiente de correlagdo (RT?) maior que 0,999.

3.6.2 Estudo dos genes relacionados a imunidade inata e adaptativa

ativados nas infec¢des virais por “PCR Array”

Para a analise da expresséo relativa dos diferentes genes ativados nas infeccbes
virais citadas, utilizamos a plataforma comercial denominada “antiviral immunity”
(PAHS-122, Qiagen Corporation, Ltda) por conter 84 genes diferentes relacionados
tanto com a resposta antiviral inata quanto a resposta adaptativa. Cada plataforma
contém também 5 genes housekeeping (controles enddgenos), 1 controle de
contaminacdo de DNA genémico (HGDC), 3 controles de atividade da transcrigéo
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reversa (RTC) e 3 controles positivos de amplificagdo PCR (PPC). A informagéo
detalhada sobre cada gene avaliado nessa plataforma esta em anexo (Glossario Génico),
enquanto aqui a seguir sdo reportados os genes classificados de acordo com a via de

sinalizacdo, conforme descrito no manual do fabricante:

Sinalizacéo por receptores semelhantes a Toll:

Receptores e Chaperonas: CTSB, CTSL1, CTSS, TLR3, TLR7, TLR8, TLRO.
Vias de sinalizacdo subsequentes: CHUK (IkxKa), FOS, IkBKp, IRAKL, IRF3,
IRF5, IRF7, JUN, MAP2K1 (MEK1), MAP2K3 (MEK3), MAP3K7 (TAK1),
MAPK1 (ERK2), MAPK14 (p38 MAPK), MAPK3 (ERK1), MAPK8 (JNK1),
MYD88, NFkB1l, NFxBla (IkBo/MAD3), RELA, RIPK1, SPP1, TBK1,
TICAML (TRIF), TNF, TRAF3, TRAF®6.

Genes responsivos: CCL3 (MIP-1A), CCL5 (RANTES), CD40 (TNFRSF5),
CD80, CD86, CXCL10 (IP-10), CXCL11 (I-TAC/IP-9), CXCL9 (MIG), IFNal,
IFNa2, IFNB, IL-12A, 1L-12B, IL-15, IL-1pB, IL-6.

Sinalizacéo por receptores semelhantes a NOD:

Receptores e sinalizagdo: AIM2, CARDS8, CASP1 (ICE), HSP90AAL, MEFV,
NLRP3, NOD2, OAS2, PSTPIP1, PYCARD (TMS1/ASC), PYDC1 (POP1),
SUGT1.

Genes responsivos: IL-1p, IL-18.

Sinalizacéo por receptores semelhantes a RIG-1:

Receptores e Chaperonas: CYLD, DAK, DDX58 (RIG-I), DHX58 (LGP2),
IFIH1 (MDA-5), ISG15 (G1P2), TRIM25.

Vias de sinalizagdo subsequentes: ATG5, AZI2, CASP10 (MCH4), CASP8
(FLICE), CHUK (IkKa), DDX3X, FADD, IkBKp, IRF3, IRF7, MAP3K1
(MEKK1), MAP3K7 (TAK1), MAPK14 (p38 MAPK), MAPKS8 (JNK1),
MAVS, NFxB1, NFkBla, PIN1, RELA, RIPK1, TBK1, TNF, TRADD, TRAF3,
TRAF®6.

Genes responsivos: CXCL10 (IP-10), IFNal, IFNa2, IFNB, IL-12A, IL-12B,
IL-8 (CXCLS).
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Sinalizacéo e Resposta do Interferon Tipo I.

Vias de sinalizagdo: IFNal, IFNa2, IFNaR1, IFNB1, STATI.

Genes estimulados por interferon (1ISGs): APOBEC3G, IL-15, ISG15 (G1P2),
MX1, TLR3.

Inicialmente, houve a extracdo de RNA das amostras colhidas dos pacientes e
controles, anteriormente estocadas a -80°C, utilizando o RNAeasy © mini kit (Qiagen,
EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza e quantidade do RNA foram
avaliadas por meio de leitura por espectrofotometria (Thermo Scientific Nanodrop,
EUA). Posteriormente a extracdo de RNA, foi realizada a sintese de cDNA e, em
sequéncia, a amplificacdo do cDNA utilizando o kit RT2 PreAMP cDNA Synthesis Kit

(Qiagen).

3.6.3 Padronizacdo da técnica de extracdo de RNA de células do lavado

nasal.

Foi padronizado o numero de células do lavado nasal a serem utilizadas nos
experimentos de rt-PCR (real time PCR) utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen) em
acordo com as instrugdes do fabricante. Foram testadas varias concentragdes celulares
de lavado nasal (1x10° até 1x107). O menor nimero de células para obter uma amostra
consistente de RNA revelou ser 1x10’. Este nimero de células foi utilizado para todos
0s experimentos. Resumidamente, 1 x 10’ células foram centrifugadas por cinco
minutos a 300 x G. Ao botédo de células foi adicionado o tampdo RLT na quantidade de
600uL (microlitros). O lisado foi entdo transferido para um QIAshredder spin column,
centrifugado por dois minutos em velocidade méaxima, adicionado um volume de alcool
70% ao lisado homogeneizado e misturado por pipetagem. Foram transferidos 700uL da
amostra ao RNeasy spin column, centrifugado por 15 segundos a 8000 x G e descartado
todo o fluido que passou o filtro. Adicionamos entdo 350uL do tampao rW1 ao RNeasy
spin column, centrifugamos por 15 segundos a 8000 x G e descartamos o fluido que
passou pelo filtro. Adicionamos 10puL do DNase | stock solution a 70pL do tampéo
RDD formando o DNase | incubation mix. O DNase | incubation mix (80uL) foi entdo
adicionado ao RNase spin column diretamente sobre a membrana e deixado para
descansar por 15 minutos. Foi adicionado 350uL do tampdo rW1 ao RNeasy spin
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column e centrifugado por 15 segundos a 8000 x G, descartando o fluido. A seguir,
adicionamos 500uL do tampéo rPE ao RNeasy spin column, centrifugamos por 15
segundos a 8000 x G e descartamos o fluido. Adicionamos 500uL do tampéo rPE ao
RNeasy spin column, centrifugamos por 2 minutos a 8000 x G e descartamos o fluido. A
coluna do RNeasy spin column foi passada para um novo tubo e centrifugada por 1
minuto em velocidade méxima. Colocou-se entdo o RNeasy spin column em um tubo de
1,5 mL, adicionamos 30-50uL de agua livre de RNAse e centrifugamos por 1 minuto a
8000 x G.

3.6.4 Sintese de cDNA

Foi adicionado ao RNA o mix de eliminacdo do DNA genémico, e para cada
amostra de RNA utilizamos: 1ng-100ng de RNA, 2uL de tampdo GE e agua livre de
RNase, sendo utilizado um volume total de 10pL. Este mix foi incubado a 42°C por 5
minutos e depois colocado imediatamente no gelo por 1 minuto.

Para a sintese de cDNA foi preparado o mix de transcrigcdo reversa com: 4uL de
5x tampédo BC3, 1pL de Controle P2, 1uL de cDNA Synthesis Enzyme Mix, 1uL de
RNase Inhibitor e 3uL de agua livre de RNase, sendo utilizado um volume total de
10pL. Foi adicionado 10pL do mix de transcrigdo reversa em cada tubo contendo 10puL
do mix de eliminacdo de DNA gendmico. Foi entdo incubado a 42°C por 30 minutos. A
reacao foi interrompida e imediatamente incubada por 5 minutos a 95°C. A reacdo foi

colocada no gelo para realizacdo da pré-amplificagéo.

3.6.5 Pré-amplificacdo do cDNA

Para a pré-amplificacdo do cDNA foi utilizado o kit RT2 PreAMP cDNA
Synthesis (Qiagen) e de acordo com as instrucdes do fabricante, 12,5uL de RT2 PreAMP
PCR Mastermix e 7,5uL RT? PreAMP Pathway Primer Mix foram adicionados ao
cDNA. A mix foi amplificada através de um ciclo de 10 minutos a 95°C e 12 ciclos de
15 segundos a 95°C e na sequéncia 2 minutos a 60°C.

2uL do Side Reaction Reducer foram adicionados em cada reagdo pré-

amplificada. Incubamos ent&o a 37°C por 15 minutos, seguido de 95°C por 5 minutos.
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Adicionamos 84puL de 4gua livre de RNase. Colocamos entdo no gelo antes de realizar o

PCR em tempo real.

3.6.6 PCR Real Time usando RT2 Profiler PCR Arrays

Para as reacGes de PCR em tempo real foi utilizado o RT? SYBR Green / ROX
gPCR Master Mix (Qiagen), que contém SYBR Green como fluoréforo e ROX como
uma referéncia passiva na analise por PCR em tempo real.

O mix de pré-amplificacdo contendo cDNA foi em seguida utilizado para
amplificacdo com o array PAHS122Z (Qiagen) em acordo com as instrugdes do
fabricante.

Resumidamente, 1350 ul de 2x RT2 SYBR Green Mastermix, 102 ul da reacdo de
pré-amplificacdo e 1248 pl de agua livre de RNase, foram misturados e distribuidos nos
96 pogos da placa do array (25 pul/pogo).

Em seguida essa placa € selada com filme Optico, centrifugada por 1 minuto a
1000 X g em temperatura ambiente para remoc¢do de bolhas, e posteriormente lida em
equipamento ABI 7300 (Applied Biosystems), o qual foi programado de acordo com o

ciclo a seguir para realizagéo de Quantificacdo Absoluta.

1 Ciclo 10 Minutos | 95°C
40 Ciclos | 15 Segundos | 95°C
1 Minuto | 60°C

Apos a amplificacdo, o software ABI 7300 SDS (Applied Biosystems) foi
utilizado para obter os dados de cycle threshold (Ct) para cada gene utilizado na analise
comparativa de expresséo génica. Os dados de Ct > 35 foram excluidos da analise.

Os dados de expressao dos genes foram analisados usando o método comparativo
de Ct, proposto por Schmittgen e Livak em 2008 @44, Para normalizacdo dos dados de
Ct quanto ao nimero de células lisadas e a quantidade de mRNA extraido (ACt) foi
utilizado um valor médio dos genes housekeeping, ACT/S (beta-actina), GAPDH
(glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase), HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyl
transferase 1) e RPLPO (Ribossomal protein, large, PQ), para cada experimento. Os
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valores de ACt foram normalizados quanto a variabilidade interindividual de acordo
com a formula: (ACt-ACt medio)/desvio padrdo. Os dados de ACt assim normalizados
foram utilizados para calcular a modulacéo génica (do inglés, Fold change, FC) entre as
células isoladas de individuos infectados e ndo infectados (comparagdes pareadas, 2-
AACYH ou entre as células isoladas dos individuos Controle e ICV quando ambos ndo
estavam com infeccdo (comparacdo entre médias, 24€Y24Y, O teste t (student) foi
utilizado para avaliar a significancia da modulacdo de expressdo génica entre 0s grupos
analisados. Foi atribuido que o valor de p € significativo quando p for menor ou igual a
0,05 (» <0,05).



4. Resultados
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4.1  ldentificacdo dos virus respiratorios

De abril de 2012 a agosto de 2014, foram realizadas 58 avaliagdes em 47
individuos controle e 45 avaliagbes em 23 pacientes com imunodeficiéncia comum
variavel que apresentavam sinais e sintomas de rinossinusite. Foram excluidas 15
avaliacdes em 13 individuos controles, pois esses apresentavam sinais e sintomas de
rinite alérgica (oito avaliacbes em seis individuos) ou mais de cinco dias de quadro
clinico, o que sugere quadro bacteriano (sete avaliacdes em sete individuos). Nos
pacientes com ICV, 23 avaliacdes em nove pacientes foram excluidas por apresentarem
inicio ou agudizacédo dos sintomas com duragdo maior de cinco dias. Todos os pacientes
com ICV e individuos controle excluidos do estudo por apresentarem sinais e sintomas
sugestivos de rinossinusite bacteriana receberam antbidticos e corticdides orais para
tratamento.

Foram colhidas 65 amostras de lavado nasal, 43 amostras de 34 individuos
controles (dez masculinos e 24 femininos) com idades que variaram entre 22 e 59 anos
de idade (média 34,3 anos) e 22 amostras de 14 pacientes com ICV (sete masculinos e
sete femininos) com idades entre 24 e 60 anos de idade (média de 41,3 anos). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados com relagdo as
idades (p > 0,05). Todas as amostras foram colhidas quando os pacientes apresentavam
sinais e sintomas de rinossinusites presumivelmente virais e com no maximo cinco dias
do inicio dos sinais e sintomas. Os pacientes e controles que tiveram mais de uma
amostra colhida foram devido ao fato de estarem em momentos infecciosos diferentes.
Observamos que 41 individuos controles (34 controles selecionados pelo estudo e
submetidos a coleta de lavado nasal, por sinais e sintomas de rinossinusite
presumivelmente viral, e sete controles ndo selecionados pelo estudo por ja se
apresentarem com quadro clinico provavelmente bacteriano) tiveram um total de 50
episodios infecciosos (1,22 rinossinusites/individuo controle) e 23 pacientes com ICV
(14 pacientes selecionados com quadro sugestivo de rinossinusite viral; e nove ndo
selecionados por estarem com sinais e sintomas de possivel rinossinusite bacteriana)
apresentaram um total de 45 rinossinusites (1,96 rinossinusites/paciente com ICV). Isso
significa que os pacientes com ICV do estudo apresentaram 60,6% mais infec¢des que o
grupo controle (p = 0,0004). Considerando apenas os individuos selecionados e que

foram submetidos a coleta do lavado nasal, a duracdo dos sintomas também foi maior
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nos pacientes com ICV (variacdo de 5 a 22 dias, média de 10,8 dias) em relacdo aos
individuos controle (variacdo de 3 a 15 dias, média de 6,2 dias). A diferenca da duragéo
dos sintomas entre os dois grupos também foi estatisticamente significativa (p <
0,0001). Entre os individuos submetidos a coleta do lavado nasal, trinta relataram
contato préximo com familiar ou colega de trabalho com infeccdo respiratoria (21
controles e nove pacientes ICV) e 16 possuem o diagnostico de rinite alérgica (sete
individuos controle e nove pacientes com ICV). Durante o seguimento desses
individuos, dois individuos controles e nove pacientes com ICV necessitaram de
antibiodticos para o tratamento de rinossinusite bacteriana, evidenciando que a evolugéao
das rinossinusites virais dos pacientes com ICV tende a ser menos favoravel do que nos
individuos controles (p = 0,0003). Nao houve necessidade de internacdo em nenhum

dos individuos estudados. Os dados gerais da casuitica estdo inseridos na tabela 1.



Tabela 1 — Dados gerais da casuistica
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Caracteristicas Pacientes ICV Controles
NUmero total de avaliag6es 45 58
NUmero total de individuos avaliados 23 47
Numero total de avaliagGes excluidas 23 15
NUmero total de individuos excluidos 9 13
Ndmero e motivos de exclusées
AuvaliagBes excluidas por rinite alérgica 0 8
Pacientes excluidos por sintomas de rinite alérgica 0 6
Avaliaces excluidas por duracdo do quadro maior que 5 dias 23 7
Pacientes excluidos por duracdo do quadro maior que 5 dias 9 7
Numero total de infeccdes
23 41
Numero total de individuos com infeccéo (14 selecionados e | (34 selecionados e
9 excluidos) 7 excluidos)

. . N 45 50
Namero total de infeccdes (22 selecionadas) | (43 selecionadas)
Média de rinossinusites por individuo* 1,96 1,22

Lavado Nasal

. 65
Numero total de coletas de lavado nasal > 13
NUmero total de individuos submetidos a coleta do lavado 14 34

(7 homens e 7 (10 homens e 24
nasal
mulheres) mulheres)

Variacdo de idade entre os individuos submetidos a coleta do 24— 60 99 59
lavado nasal (anos)
Média de idade (anos) 41,3 34,3
Tiveram contato proximo com familiar ou pessoas 9 21
apresentando sintomas semelhantes (nimero de individuos)
Rinite alérgica (nimero de individuos) 9 7
Evolugdo ndo favoravel com necessidade de antibioticoterapia
por piora dos sintomas ap6s o décimo dia ou persisténcia dos 9 2
mesmos por mais de 14 dias. (nUmero de individuos)*
Duracéo dos sintomas (dias)* 5-22 3-15
Média da duracdo dos sintomas (dias)* 10,8 6,2
Necessidade de internagdo 0 0

Notas:
ICV — Imunodeficiéncia Comum Variavel.
*p <0,05.
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Como descrito anteriormente, todas as amostras foram divididas em duas
aliquotas, sendo uma delas enviada ao LIM-52 e a outra aliquota enviada ao LIM-56.

Em todas as 65 amostras foi realizada a técnica da IFD, sendo positiva em
apenas quatro amostras (6,2% de positividade). Das amostras positivas, duas amostras
foram de pacientes com ICV e duas amostras de individuos controle, sendo que 0s
PCRs no controle 3 e no controle 12 foram negativos para todos os virus respiratorios,
apesar de terem apresentado resultados positivos por IFD para adenovirus e influenza B
respectivamente.

A técnica do PCR também foi realizada nas 65 amostras, sendo positiva em
18/65 amostras (27,7%). A positividade foi semelhante entre os grupos estudados, 7/22
amostras (31,8%) em pacientes ICV e 11/43 amostras (25,6%) nos individuos controle
(p > 0,05). Quando comparamos os dois métodos de deteccdo de virus, a técnica do
PCR se mostrou bem superior a técnica por IFD (p = 0,001).

Na tabela 2 estdo dispostos os dados com as taxas de deteccdo dos virus
respiratorios pelas técnicas de IFD e PCR nos individuos controles e nos pacientes com
ICV.
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Tabela 2 — Taxas de deteccdo dos virus respiratérios pelas técnicas de IFD e PCR nos
individuos controles e nos pacientes com ICV

ADV | FluA | FluB | PIV4 | HCoV | HRV
Total de individuos (ICVs + CTRLs) 48 - - - - - -
Total de Amostras Colhidas 65 - - - - - -
Total de Amostras Positivas 20 3 4 1 1 5
% de Amostras Positivas 30,8 4,6 6,2 1,5 1,5 7,7 12,3
Total de Amostras Positivas por IFD * 4 1 1 0 0 0
% de Amostras Positivas por IFD 6,2 15 15 0 0 0
Total de Amostras Positivas por PCR 18 2 0 1 5 8
% de Amostras Positivas por PCR 21,7 6,2 0 1,5 7,7 12,3
Total de Pacientes ICV 14 - - - - - -
Total de Amostras em Pacientes ICV 22 - - - - - -
Ich:)\t;il*ie Amostras Positivas em Pacientes 7 2 2 0 1 1 3
% de Amostras Positivas 31,8 9,1 9,1 0 4,5 4,5 14
Total de Amostras Positivas por IFD 2 0 2 0 0 0 0
% de Amostras Positivas por IFD 9,1 0 9,1 0 0 0 0
Total de Amostras Positivas por PCR 7 2 2 0 1 1 3
% de Amostras Positivas por PCR 31,8 9,1 9,1 0 4,5 4,5 14
Total de Individuos Controle 34 - - - - - -
Total de Amostras em Individuos 43 i i i i i i
Controle
ARERERERE
% de Amostras Positivas 30,2 2,3 4,7 2,3 0 9,3 9,3
Total de Amostras Positivas por IFD * 2 1 0 1 0 0 0
% de Amostras Positivas por IFD 47 2,3 0 2,3 0 0 0
Total de Amostras Positivas por PCR 11 0 0 0 4
% de Amostras Positivas por PCR 25,6 0 4,7 0 0 9,3 11,6

Notas:

IFD: Imunofluorescéncia direta, PCR: Polimerase Chain Reaction, ICV: Imunodeficiéncia Comum
Variavel, CTRLs: Controles, ADV: Adenovirus, Flu A: Influenza A, Flu B: Influenza B, PIV4:
Parainfluenza 4, HCoV: Coronavirus, HRV: Rinovirus.
*Duas amostras positivas por IFD em individuos controle foram negativas pela técnica do PCR.
**Houve co-deteccdo viral (ADV + HRV e ADV + HCoV) pela técnica do PCR em dois pacientes com

ICV.
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As amostras dos individuos controle positivas foram: controles 6, 10, 27, 32 e 33
(Rinovirus A/B/C), controles 7 e 28 (Coronavirus OC43), controles 11 e 30
(Coronavirus 229E/NL63) e controles 15 e 26 (Influenza A). As amostras dos pacientes
ICV positivas foram: paciente 2 (Influenza A e subsequentemente Rinovirus A/B/C),
paciente 8 (Influenza A e posteriormente Adenovirus + Rinovirus A/B/C), paciente 9
(Parainfluenza 4), paciente 10 (Adenovirus + Coronavirus 229E/NL63) e paciente 13
(Rinovirus A/B/C). Os pacientes 2 e 8 tiveram amostras positivas em duas ocasifes
distintas. Um dado interessante encontrado foi o resultado positivo para virus
coexistindo simultaneamente no paciente 8 (Adenovirus + Rinovirus) e no paciente 10
(Adenovirus + Coronavirus).

Os dados virologicos clinicos e imunoldgicos dos pacientes ICV e dos

individuos controles da casuistica estdo demonstrados nos quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Dados virolégicos, clinicos e imunolégicos dos pacientes ICV da casuistica

*1gG 1gA IgM
Idade . _ . DS
Sexo Coleta Virus RA | RSC | IglV sérico sérico sérico _ ATB
(Anos) (Dias)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1oV 15/04/12 | Negativo 10 Néo
1 F 24 06/09/12 | Negativo | Ndo | Sim | Sim 949 0,3 <25 9 Nao
26/06/13 | Negativo 5 Néo
09/11/12 | Negativo 7 Né&o
ICV 18/04/13 | Negativo 8 Néo
F 55 Sim | Sim | Sim 930 4 20
2 15/05/14 Flu A 12 Sim
10/09/14 HRV 8 Néo
ICV 20/04/12 | Negativo 5 Néo
M 26 Néo | Sim | Sim 905 01 1,6
3 27/11/12 | Negativo 11 Sim
ICV
. F 41 02/05/12 | Negativo | Ndo | Sim | Sim 608 0,2 0,1 14 Sim
ICV ] ] ] ] _
. M 58 10/05/12 | Negativo | Sim | Sim | Sim 845 0,8 9,7 18 Sim
ICV 21/05/12 | Negativo . . 6 Néo
M 60 _ N&o | Sim | Sim 1207 11 34
6 05/09/12 | Negativo 7 Nao
ICV . . . . .
; M 41 25/05/12 | Negativo | Sim | Sim | Sim 1293 0,1 109,2 22 Sim
14/08/12 Flu A 5 Nao
ICV . .
F 46 ADV + Nédo | Sim | Sim 1095 4 8
8 22/05/13 8 Néo
HRV
ICV ] ] ] _
9 F 47 12/03/13 PIV4 Sim | Sim | Sim 1020 <6 36 16 Sim
ICV ADV +
M 52 24/04/13 Sim | Sim | Sim 606 2,7 <125 15 Sim
10 HCoV
ICV
11 M 33 04/09/13 | Negativo | Sim | Sim | Sim 924 <5 14 9 Né&o
ICV ] ] ] ] _
> F 36 04/12/13 | Negativo | Sim | Sim | Sim 874 <5 12,5 15 Sim
ICV
13 F 24 17/04/14 HRV Sim | Nado | Sim 693 10,3 51,3 20 Sim
ICV
1 M 35 22/07/14 | Negativo | Sim | Sim | Sim 607 0,1 4,2 7 Né&o

Notas - ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel, F: Feminino, M: Masculino, Flu A: Influenza A, HRV:
Rinovirus, ADV: Adenovirus, PIV4: Parainfluenza 4, HCoV: Coronavirus, RA: Rinite alérgica, RSC:
Rinossinusite cronica, IglV: Reposicdo regular de Imunoglobulina intravenosa, DS: Duracdo dos

sintomas em dias, ATB: Necessidade de antibiotico(s) para a resolucdo do quadro.

* Nivel de IgG sérico apos reposi¢do de IglV.




Quadro 2 - Dados virolégicos, clinicos e imunoldgicos dos controles da casuistica
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Sexo Idade (anos) Coleta Virus RA RSC DS (Dias) ATB
CTRL1 F 22 04/05/12 Negativo Né&o Nao 4 Néo
CTRL 2 F 34 09/05/12 Negativo Néo Né&o 7 Néao
10/05/12 Negativo 5 Néo
CTRL 3 M 31 08/04/13 ADV Sim Né&o 8 Néao
19/04/13 Negativo 4 Néo
CTRL 4 F 23 25/05/12 Negativo Néo Né&o 5 Néao
CTRL 5 M 25 05/09/12 Negativo Sim Né&o 12 Sim
12/09/12 HRV 5 Néo
CTRL 6 M 54 25/10/12 Negativo Sim Né&o 3 Néao
30/10/13 Negativo 7 Néo
CTRL 7 . 20 01/10/12 Negativo Sim Nio 6 Néao
11/07/13 HCoV 5 Néo
19/10/12 Negativo 4 Néo

CTRL 8 F 30 Néo Néo
14/03/13 Negativo 8 Néo
CTRL9 M 42 14/11/12 Negativo Né&o Nao 4 Néo
07/02/13 Negativo 5 Néo
CTRL 10 F 32 25/02/13 Negativo Sim Néo 5 Néo
29/04/13 HRV 9 Néo
CTRL 11 F 22 15/02/13 HCoV Né&o N&o 6 Nao
CTRL 12 M 47 18/02/13 FluB Néo N&o 6 Nao
CTRL 13 F 42 18/02/13 Negativo Néo Néo 7 Néo
CTRL 14 M 51 22/02/13 Negativo Né&o Nao 6 Néo
CTRL 15 c 28 25/02/13 Negativo Nio Nio 7 Néao
16/05/13 Flu A 6 Néo
CTRL 16 F 45 05/03/13 Negativo Néo Né&o 5 Néao
CTRL 17 M 53 05/03/13 Negativo Né&o Nao 5 Néo
CTRL 18 F 37 05/03/13 Negativo Né&o Nao 5 Néo
CTRL 19 F 56 06/03/13 Negativo Néo Né&o 6 Néao
CTRL 20 M 33 06/03/13 Negativo Né&o Nao 7 Néo
CTRL 21 F 27 07/03/13 Negativo Néo Né&o 8 Néao
CTRL 22 F 32 07/03/13 Negativo Né&o Nao 5 Néo
CTRL 23 F 28 08/03/13 Negativo Néo Né&o 5 Néao
CTRL 24 F 59 25/03/13 Negativo Nép Né&o 5 Nao
CTRL 25 F 22 28/03/13 Negativo Néo Néo 6 Nao
CTRL 26 M 49 10/05/13 Flu A Néo Néo 7 Néo
CTRL 27 F 22 16/05/13 HRV Sim Néo 9 Néo
CTRL 28 F 31 19/06/13 HCoV Néo Néo 9 Néo
CTRL 29 F 28 05/07/13 Negativo Néo Néo 5 Nao
CTRL 30 F 27 15/07/13 HCoV Néo Néo 7 Nao
CTRL 31 F 25 23/08/13 Negativo Néo Né&o 6 Nao
CTRL 32 F 30 28/08/13 HRV Néo Néo 5 Nao
CTRL 33 F 26 08/08/14 HRV Néo Néo 4 Néo
CTRL 34 M 23 13/08/14 Negativo Sim Né&o 15 Sim

Notas - CTRL: Controle, F: Feminino, M: Masculino, Flu A: Influenza A, Flu B: Influenza B, HRV:
Rinovirus, ADV: Adenovirus, HCoV: Coronavirus, RA: Rinite alérgica, RSC: Rinossinusite cronica, DS:
Duragdo dos sintomas em dias, ATB: Necessidade de antibitico(s) para a resolugdo do quadro.
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O periodo em que cada uma das infec¢des aconteceu foram: rinovirus (outono —
3 casos; inverno — 5 casos), coronavirus (verdo — 1 caso; outono — 2 casos; inverno — 2
casos), influenza A ( outono — 3 casos; inverno — 1 caso), adenovirus (outono — 2 casos;
inverno — 1 caso), influenza B (verdo — 1 caso) e parainfluenza 4 (outono — 1 caso).

N&o houve nenhuma amostra positiva para 0s virus: bocavirus, enterovirus, virus
sincicial respiratorio, metapneumovirus e parainfluenza 1, 2 e 3.

A Figura 1 detalha a sazonalidade por virus e por grupo de estudo.

A.  sazonalidade por Grupo B sazonalidade por Virus

11

Total de Casos

/N

Total de Casos

1

— 0
PRIMAVERA  VERAO OUTONO  INVERNO — 0 _# 0

PRIMAVERA VERAO  OUTONO INVERNO

e=gum HRY e HCoV Flu A

e \/[TUS |CV/ =l \/irus CTRL Total Virus e P[] e ADY FluB

Figura 1 — Sazonalidade dos virus respiratorios detectados. (A) Sazonalidade por
grupo de estudo (Virus ICV — Quantidade de virus detectados em pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel; Virus CTRL — Quantidade de virus detectados em
individuos controle; Total virus — Quantidade total de virus detectados). (B)
Sazonalidade por virus (HRV — Rinovirus; HCoV — Coronavirus; Flu A — Influenza A;
PIV4 — Parainfluenza 4; ADV —Adenovirus; Flu B — Influenza B).
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4.2 Avaliacéo da producéo de citocinas e quimiocinas

A avaliacdo da producéo de citocinas e quimiocinas no sobrenadante do lavado
nasal foi realizada em cinco pacientes com ICV, sendo que um dos pacientes teve duas
amostras avaliadas, pois 0 mesmo apresentou dois quadros de rinossinusite viral
distintos, e em seis individuos controle. Todos os individuos foram avaliados quando
apresentaram uma rinossinusite viral aguda ou cronica agudizada e também apds um
intervalo de pelo menos seis meses apds a rinossinusite quando ja se encontravam
completamente assintomaticos.

As quimiocinas CXCL10 e CCL2 apresentaram aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) da producéo nos individuos controles com rinossinusite viral em
relacdo aos mesmos individuos gquando esses se encontram assintomaticos e sem
vigéncia de infeccdo. No grupo ICV foi observado uma tendéncia de aumento na
secrecdo dessas citocinas durante o quadro de RNS, mas os valores encontrados nédo
foram estatisticamente significativos (p > 0,05).

As quimiocinas CCL5 e CXCL8 ndo apresentaram diferencas significativas (p >
0,05) entre os grupos, mas apresentaram uma tendéncia de aumento de seus valores
durante o quadro infeccioso em relacdo a auséncia de infec¢cdo em ambos os grupos (p >
0,05). A secrecdo de CXCL8 apresentou uma diminuicdo em trés individuos controles
(dois com Flu A e um com HRV) e em um paciente com ICV (com PIV4) em relacdo
aos valores desses mesmos individuos quando esses se encontravam assintomaticos e
sem 0 quadro de rinossinusite aguda ou cronica agudizada. Essa diminuicdo foi
contraria ao que foi observado nos demais individuos, onde houve aumento da secrecéo
de CXCLS8 durante o quadro infeccioso. Observamos um aumento na secrecdo de CCL5
em trés individuos controles e em trés pacientes com ICV em vigéncia de RNS viral.
Houve deteccdo de CCL5 em apenas um paciente com ICV na auséncia de infeccao,
mas em valor menor ao detectado na presenca de infeccdo. Em todos os demais
individuos do estudo, ndo houve quantificagdo de CCL5 na auséncia de RNS viral.
Optamos por desconsiderar os resultados da quimiocina CXCL9 que apresentou valores

que sugerem provavel erro no ensaio ou na leitura dessa quimiocina em especifico.
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Resumindo, podemos notar que ndo houve, na quantificagdo das quimiocinas,
diferencas significativas (p > 0,05) entre os grupos controle e os pacientes com ICV
qguando comparados em situacdes semelhantes (Figura 2).
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Figura 2 — Quantificagdo das quimiocinas CXCL10, CCL2, CCL5 e CXCL8 no
sobrenadante do lavado nasal. (A) Quantificacdo da quimicocina CXCL10. (B)
Quantificacdo da quimiocina CCL2. (C) Quantificacdo da quimiocina CCL5. (D)
Quantificacdo da quimiocina CXCL8. A dosagem foi realizada em seis individuos
controles com rinossinusite aguda ou crénica agudizada e repetida apds um intervalo de
no minimo seis meses quando o mesmo individuo ja se encontrava completamente
assintoméatico. O mesmo procedimento foi realizado em cinco pacientes com ICV
(imunodeficiéncia comum varidvel). Os resultados sdo expressos em medianas e
percentis. Observacao: * p < 0,05.
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Ocorreu um aumento na secre¢do de IL-6 nos individuos controles durante o
quadro de rinossinusite viral (p = 0,03). Nos pacientes com ICV houve uma tendéncia
de aumento na secrecdo da IL-6 durante o quadro infeccioso (p > 0,05). Néo
observamos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle e ICV (p >
0,05). Foi possivel mensurar IFNy em trés individuos controles (dois com HCoV e um
com HRV) e em um paciente com ICV e infeccdo por Flu A na vigéncia de rinossinusite
aguda. IFNy foi indetectavel nos demais individuos do estudo. Foi possivel quantificar
IL-2 em apenas um paciente com ICV quando este se encontrava assintomatico. Em
todos os demais pacientes com ICV e individuos controles a citocina IL-2 foi
indetectavel.

E possivel observar as quantificagdes das citocinas IFNy, IL-6 e 1L-2 nos grupos

controle e ICV e nas situacdes de auséncia e presenca de infeccdo na Figura 3.
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Figura 3 — Quantificacdo das citocinas IFNy, IL-6 e IL-2 no sobrenadante do
lavado nasal. (A) Quantificagcéo de interferon gama. (B) Quantificacdo de interleucina
6. (C) Quantificacdo de interleucina 2. A dosagem foi realizada em seis individuos
controles com rinossinusite aguda ou cronica agudizada e repetida apds um intervalo de
no minimo seis meses quando o mesmo individuo ja se encontrava completamente
assintomatico. O mesmo procedimento foi realizado em cinco pacientes com ICV
(imunodeficiéncia comum variavel). Os resultados sdo expressos em medianas e
percentis. Observagdo: * p < 0,05.
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Na Figura 4, é possivel perceber uma tendéncia de aumento na secrecdo das
citocinas IL-10, TNF e IL-1f (por CBA de alta sensibilidade) durante o quadro
infeccioso agudo ou crénico agudizado (p > 0,05). Também ndo observamos diferencas
estatisticas entre controles e pacientes com ICV, estando esses grupos em situagdes
semelhantes, com relacdo as dosagens dessas mesmas citocinas (p > 0,05). Algumas
particularidades ocorreram na quantificacdo da secrecdo dessas citocinas. Houve
reducdo do nivel de TNF em um individuo controle com infeccdo aguda por rinovirus.
Em outro individuo controle, com RNS por influenza A, o nivel de TNF ndo apresentou
variacdo de seus valores quando comparamos o estado infeccioso e o estado sem
infeccdo. IL-10 foi indetectavel em um individuo controle com rinossinusite aguda por
influenza A e em um paciente com ICV na auséncia de infecgdo, em todos os demais
controles e pacientes com ICV houve aumento de seus niveis durante a presenca de
infeccdo. Com relacdo a IL-1P, houve diminui¢do dos seus niveis em um individuo
controle com RNS por HRV e em dois pacientes com ICV com RNS (um com
parainfluenza 4 e outro com rinovirus). Um paciente com ICV e que apresentou
identificacdo concomitante de ADV e HCoV apresentou niveis de IL-1p muito elevados

durante o quadro agudo de rinossinusite viral e quando estava assintomatico.
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Figura 4 — Quantificagdo das citocinas IL-10, TNF e IL-1p no sobrenadante do
lavado nasal. (A) Quantificacdo de interleucina 10. (B) Quantificacdo do fator de
necrose tumoral. (C) Quantificacdo de interleucina 1 beta. A dosagem foi realizada em
seis individuos controles com rinossinusite aguda ou crdnica agudizada e repetida apds
um intervalo de no minimo seis meses quando o mesmo individuo ja se encontrava
completamente assintomatico. O mesmo procedimento foi realizado em cinco pacientes

com ICV (imunodeficiéncia comum variavel). Os resultados sdo expressos em medianas
e percentis.
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A dosagem de IFNa ¢ visualizada na Figura 5. Foi possivel mensurar IFNo em
apenas um individuo controle com quadro agudo de rinossinusite viral por coronavirus e
em um paciente com ICV e infec¢do aguda por influenza A. Todos os demais controles
e pacientes com ICV apresentaram niveis de IFNo indetectaveis. 1L-12/1L-23p40
apresentarou nivel detectavel em apenas um paciente ICV quando esse se encontrava
assintomatico e sem quadro agudo de rinossinusite viral.

As concentracBes minimas e maximas, medias e medianas das citocinas e
quimiocinas avaliadas nos individuos controle e pacientes com ICV nas condicGes de
auséncia e presenga de rinossinusite viral podem ser visualizadas na tabela 3.

Nos anexos, estdo contidas todas as quantificacdes de citocinas e quimiocinas

individualizadas por sujeito do estudo.

IFNo

30001

2000+ O Pés Rinosinusite

1000+ B ® Rinosinusite aguda

pg/mL

0-—ea8888D- l —GBB8ED———0-000——
Controle ICV

Figura 5 — Quantifica¢do da citocina IFNo no sobrenadante do lavado nasal. A
dosagem de interferon alfa foi realizada em seis individuos controles com rinossinusite
aguda ou cronica agudizada e repetida ap6s um intervalo de no minimo seis meses
quando mesmo o individuo ja se encontrava completamente assintomatico. O mesmo
procedimento foi realizado em cinco pacientes com ICV (imunodeficiéncia comum
variavel). Os resultados sdo expressos em medianas e percentis.



Tabela 3 — Quantificacdo de quimiocinas e citocinas (em pg/ml) no lavado nasal de controles e pacientes com ICV com e sem quadro de

rinossinusite viral

- S ,ilgRANoS MEDIA | MEDIANA | <] E;gg’gs MEDIA | MEDIANA \'/CA\F’{ﬁiggg MEDIA | MEDIANA \'/i\éﬂgg‘g MEDIA | MEDIANA
CXCL10 | 225-15014 | 4102 342 939 - 43.026 24.337 25.788 237 - 10552 2516 474 3849-46.890 | 24.635 32.348
ceL2 48-20 11,3 9,6 9-228 72 432 5718 115 10,6 11,7324 107 30,25
ccLs 0 0 0 0-34 6,35 073 0-14 03 0 0-83 334 1,66
CXCL8 |  252-1794 820 740 414 —3.740 1413 988 151 — 4274 1162 561 2147520 2.387 1.756
IFNy 0 0 0 0-335 76 2 0 0 0 0-36 721 0
IL-6 0-175 58 35 41-1155 264 84,8 066,75 15,7 46 424921 216 425
IL-1p 25284 10,1 6,6 45-2094 79,25 55,5 182094 47 52 312004 49 10,6
IL-10 0-046 0,12 0,04 0-145 4 185 0-1,32 03 0 01-9 244 0,21
TNF 0,3—1,05 06 05 0,37 339 63,5 28 0,25 25 5.2 03 052455 54 123
IFNa 0 0 0 0-5.9 1,05 0 0 0 0 02,659 532 0

Notas:

CTRL: Controle, RNS: Rinossinusite, ICV

: Imunodeficiéncia Comum Variavel.

Ly
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4.3  Estudo da expresséo de genes relacionados a imunidade inata e

adaptativa antiviral

Avaliamos a expressdo génica de genes relacionados a imunidade inata e
adaptativa antiviral nas células do lavado nasal pela técnica de rt-PCR (Reacdo em
cadeia de polimerase em tempo real) ap6s e extracdo de RNA, sintese do cDNA e a
amplificacdo do cDNA. Utilizamos a plataforma “antiviral immunity” (Qiagen
Corporation, Ltda), com codigo PAHS-122, que analisa 84 genes diferentes.

Quatro pacientes com ICV e quatro individuos controles foram avaliados quando
apresentavam quadros agudos ou cronicos agudizados de uma rinossinusite viral e
também foram analisados apds um periodo de no minimo seis meses assintomaticos e
livres de infeccdo.

Para a andlise, os individuos foram pareados (com infec¢do e sem infeccao) e foi
feita a normalizagéo dos dados em todas as amostras. Foi calculado o “Fold change”
(FC) dos dados para observar quais genes foram “up regulados” e quais genes foram
“down regulados”. Foi realizada a comparagdo individuo controle com rinossinusite
viral versus individuo controle sem rinossinusite; paciente com ICV e rinossinusite viral
versus paciente com ICV sem rinossinusite; e paciente com ICV sem rinossinusite

versus individuo controle sem rinossinusite. Os resultados obtidos foram:

4.3.1 Individuo Controle com Rinossinusite Viral versus Individuo

Controle sem Rinossinusite Viral

Quatro individuos controles, dois com infecgdo por coronavirus, um com
rinovirus e outro com influenza A, todos RNA virus de cadeia simples (ssSRNA) foram
comparados de maneira pareada quando estavam sem infec¢do aguda e assintomaticos.

Os resultados se encontram na tabela 4.
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Tabela 4 — Expressdo génica de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa
antiviral nos individuos controles com RNS viral aguda ou cronica agudizada em
relacdo aos individuos controles livres de infecgdo e assintomaticos

Sinalizacéo por receptores semelhantes a Toll ! Sinalizacgdo por receptores semelhantes a RIG-1

Receptores e Chaperonas

Gene FC DP t Teste Gene FC DP t Teste
CTSS 1,03 0,96 0,561 DDX58 (RIG-1) 1,98 | 0,94 0,149
TLR3 1,89 1,72 0,554 TRIM25 0,84 0,44 0,429
Vias de sinalizacdo subsequentes
FOS 0,83 0,74 0,352 - - - -
IRF3 1,15 0,54 0,808 IRF3 1,15 0,54 0,808
JUN 0,84 0,36 0,483 - - - -
MAPK14 0,98 0,79 0,648 MAPK14 0,98 0,79 0,648
RELA 1,62 1,32 0,608 RELA 1,62 1,32 0,608
SPP1 15 1,32 0,959 - - - -
TBK1 0,79 0,22 0,143 TBK1 0,79 0,22 0,143
TRAF3 1,36 0,92 0,958 TRAF3 1,36 0,92 0,958
Genes responsivos
CD40 2,17 1,56 0,332 IL-8 (CXCLS) 0,7 0,89 0,202
IL-15 1,75 0,53 0,083 - - - -
Sinalizag&o por receptores semelhantes a NOD Sinalizagéo e resposta do Interferon Tipo |
Receptores e Sinalizacdo Genes estimulados por interferon (ISGs)
NLRP3 0,65 0,38 0,157 IL-15 1,75 | 0,53 0,083
PSTPIP1 1,23 0,2 0,165 MX1 1,7 0,68 0,118
PYCARD 0,82 0,28 0,331 TLR3 1,89 1,72 0,554
Notas:

RNS: Rinossinusite, DP: Desvio Padr&o.

FC: média dos dados do FC (Fold change) obtida dos quatro individuos.

Os genes estdo separados quanto a via de sinalizagéo.

Os genes que se encontram na cor vermelha apresentaram um aumento na expressdo (FC > 1,5) durante
os periodos de infeccdo. A auséncia de cor mostra que ndo houve nem aumento nem diminuicdo da
expressdo durante as infecgbes (1,5 > FC < 0,67). A cor verde representa uma diminui¢do de expressdo
durante a infeccdo aguda (FC < 0,67).

(a) Né&o foi possivel avaliar a expressdo dos demais genes, pois ndo houve amplificacdo suficiente para
calculo do FC.

(b) Nenhum dos genes expressos nessa comparacdo apresentou diferenca significativa (p < 0,05).
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4.3.2 Paciente ICV com Rinossinusite Viral versus Paciente ICV sem
Rinossinusite Viral

Quatro pacientes com ICV e rinossinusite viral aguda, um por Parainfluenza 4,
um por Adenovirus + Coronavirus, e dois por Influenza A, todos eles virus sSSRNA com
excecdo do adenovirus que é um DNA virus, foram comparados de maneira pareada
quando estavam sem infec¢do aguda e assintomaticos.

Os resultados se encontram na tabela 5.

4.3.3 Paciente ICV sem Rinossinusite Viral versus Individuo Controle

sem Rinossinusite Viral

Quatro pacientes com ICV foram comparados com quatro individuos controles
quando ambos se encontravam assintomaticos e sem quadro de rinossinusite viral,
utilizando a média do FC de cada grupo.

Os resultados se encontram na tabela 6.
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Tabela 5 - Expressdo génica de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa
antiviral nos pacientes com ICV com RNS viral aguda ou cronica agudizada em relagéo
aos pacientes ICV livres de infeccao e assintomaticos

Sinalizacéo por receptores Sinalizagéo por receptores
semelhantes a Toll I semelhantes a RI1G-1
Receptores e Chaperonas
Gene FC DP t Teste Gene FC DP | tTeste
CTSS 443 | 4,13 0,124 DDX58 (RIG-1) | 524 | 6,48 | 0,266
- - - - IFIH1 (MDA-5) | 5,11 | 457 | 0,040
- - - - TRIM 25 3,98 | 525 | 0,281
Vias de sinalizacdo subsequentes
FOS 3,39 | 4,18 0,228 - - - -
IRF3 4,23 | 4,09 0,262 IRF3 4,23 | 4,09 | 0,262
IRF5 4,41 | 5,62 0,416 - - - -
JUN 6,74 | 7,59 0,156 - - - -
MAPK1 3,36 | 2,63 0,341 - - - -
MAPK14 433 | 3.2 0,068 MAPK14 4,33 | 3,2 0,068
RELA 511 | 3,38 0,019 RELA 5,11 | 3,38 | 0,019
SPP1 3,73 | 1,66 0,044 - - - -
TBK1 5,06 | 6,84 0,350 TBK1 5,06 | 6,84 | 0,350
TICAML1 (TRIF) 4,22 | 2,42 0,044 - - - -
TRAF3 461 | 2,8 0,028 TRAF3 461 | 28 0,028
Genes responsivos
CXCL10 (IP-10) 3,74 | 2,43 0,142 CXCL10 (IP-10) 3,74 | 2,43 0,142
IL-15 531 | 4,66 0,167 CXCL8 (IL-8) 1,67 | 2,37 | 0,839
Sinalizagdo por receptores semelhantes a NOD Sinalizacdo e Resposta do Interferon Tipo |
Receptores e Sinalizagédo Genes estimulados por interferon (ISGs)
AIM2 4,53 | 3,56 0,111 IL-15 5,31 | 4,66 | 0,167
NLRP3 6,44 | 6,89 0,139 MX1 594 | 573 | 0,036
PSTPIP1 4 3,63 0,227 - - - -
PYCARD 559 | 541 0,220 - - - -
SUGT1 3,96 | 4,98 0,482 - - - -

Notas:

RNS: Rinossinusite, ICV: Imunodeficiéncia Comum Varidvel, DP: Desvio Padréo.

FC: média dos dados do FC (Fold change) obtida dos quatro individuos.

Os genes estdo separados quanto a via de sinalizacao.

Os genes que se encontram na cor vermelha apresentaram um aumento na expressdo (FC > 1,5) durante
os periodos de infecgdo.

(a) Os genes RELA, SPP1, TICAM1 (TRIF), TRAF3, IFIH1 (MDA-5) e MX1 apresentaram diferenca
estatisticamente significativa com valores de p < 0,05; (b) N&o foi possivel avaliar a expressdo dos demais
genes, pois ndo houve amplificacdo suficiente para célculo do FC; (c) Nenhum gene apresentou
diminuicdo de expressdo (FC < 0,67).
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Tabela 6 - Expressdo génica de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa
antiviral nos pacientes com ICV em relacdo aos individuos controles, ambos livres de
infeccdo e assintomaticos

semelhantes a RIG-1

Sinalizac&o por receptores Sinalizac&o por receptores
semelhantes a Toll

Receptores e Chaperonas
t Teste Gene FC DP t Teste
DDX58 (RIG-1) 081 | 1,34 0,48

Gene

Genes responsivos

CXCL8(IL-8) | 0,71 | 0,88 | 0,16

Sinalizagdo e Resposta do Interferon Tipo |

IL-15 0,82 2,47 0,40

Sinalizag&o por receptores semelhantes a NOD

Genes estimulados por interferon (ISGs)
0,40

Receptores e Sinaliza¢éo

PSTPIP1

Notas:

ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel, DP: Desvio Padrao.

FC: média dos dados do FC (Fold change) obtida dos quatro individuos.

Os genes estdo separados quanto a via de sinalizagéo.

Os genes que se encontram na cor verde apresentaram uma diminuicdo na expressdo (FC < 0,67) nos
ICVs em relagéo aos controles. A auséncia de cor mostra que ndo houve nem aumento nem diminuicéo da
expressao durante as infeccbes (1,5 > FC < 0,67).

(@) Os genes FOS, MAPK14, RELA, SPP1 e NLRP3 apresentaram diferenca estatisticamente
significativa com valores de p < 0,05.

(b) Nao foi possivel avaliar a expressdo dos demais genes, pois ndo houve amplificagdo suficiente para
calculo do FC.

(c) Nenhum gene apresentou aumento de expressao (FC > 1,5).
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4.3.4 Comparaco entre os valores de FC encontrados nas avaliagoes
ICV com infeccdo versus ICV sem infecgdo, Controle com
infeccdo versus Controle sem infeccdo e ICV sem infecgcdo versus

Controle sem infeccéo.

Sinalizacéo por receptores semelhantes a TOLL:

No presente estudo, observamos que o0s genes: CTSS, FOS, IRF3, JUN,
MAPK14 (p38 MAPK), SPP1, TBK1 e TRAF3 apresentaram comportamento
semelhante com aumento de expresséo (FC > 1,5) nos pacientes com ICV com infec¢éo,
alteragdes na expressdo discretas (1,5 > FC > 0,67) nos individuos controles com
infecgdo e uma diminui¢ao na expressdo (FC < 0,67) nos pacientes ICV sem infeccdo
em relacdo aos controles sem infeccdo. Os genes RELA e IL-15 apresentaram um
aumento na expressdo durante os quadros infecciosos, porém esse aumento foi mais
importante nos pacientes ICV do que nos individuos controle. Na auséncia de
rinossinusite aguda ou crénica agudizada de etiologia viral, os genes IL-15 e RELA
apresentaram discreta diminuig¢do na expressao (1,5 > FC > 0,67). A quantificacdo da
expressdao dos genes CXCL10, IRF5, MAPK1 e TICAML1 foi realizada apenas na
comparagao entre os pacientes ICV, evidenciando um aumento de expressdo durante a
infeccéo viral aguda.

E possivel observar todos esses dados descritos na Figura 6 que faz uma
comparacdo entre os valores de FC da via de sinalizacdo por receptores semelhantes a
Toll encontrados nas avaliacGes entre pacientes com ICV e infecgdo versus pacientes
com ICV sem infeccdo, entre individuos controle com infeccdo versus individuos
controle sem infeccdo e entre pacientes com ICV sem infeccdo versus individuos

controle sem infeccéo.
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Figura 6 - Comparacéo entre os valores de FC (Fold Change) da via de sinalizagdo
por receptores semelhantes a Toll. (A) Receptores e chaperonas. (B) Vias de
sinalizacdo. (C) Genes responsivos. Foram realizadas comparagdes entre pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel (ICV) e infecgdo versus pacientes com ICV sem
infeccdo, entre individuos controle (CTRL) com infecgdo versus CTRLs sem infeccao e
entre pacientes com ICV sem infecgdo versus CTRLs sem infecgdo. Observagao - (+):
Positivo para rinossinusite viral. (-): Negativo para rinossinusite viral.
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Sinalizacéo por receptores semelhantes a NOD:

O gene PYCARD apresentou um aumento na expressdo nos pacientes ICV com
infec¢do, discreta diminuigdo na expressao (1,5 > FC > 0,67) nos controles com
infeccdo e uma expressdo diminuida nos ICV sem infeccdo em relacdo aos controles
sem infecgdo. NLRP3 apresentou um aumento na expressdo (FC > 1,5) nos pacientes
ICV com infeccdo e diminuigdo de expressdo (FC < 0,66) nos controles com infecgdo
em relacdo aos controles sem infeccdo e diminuicdo de expressao também nos pacientes
com ICV sem RNS quando comparados com controles sem RNS. PSTPIP1 também
demonstrou aumento na expressdo nos pacientes ICV com infeccdo, mas nédo foi
observada mudanga significativa em sua expressdo (1,5 > FC > 0,67) na comparagédo
entre os individuos controles com e sem infeccdo e na comparacdo de pacientes e
controles na auséncia do quadro viral. Foi possivel avaliar AIM2 e SUGT1 apenas na
comparacédo entre os pacientes ICV com e sem infeccdo e ambos 0s genes apresentaram
um aumento de sua expressao durante a infecgéo viral.

A Figura 7 faz uma comparacéo entre os valores de FC da via de sinalizacdo por
receptores semelhantes a NOD encontrados nas avaliagfes entre pacientes com ICV e
infeccdo versus pacientes com ICV sem infecgdo, entre individuos controle com
infeccdo versus individuos controle sem infeccdo e entre pacientes com ICV sem

infecgdo versus individuos controle sem infeccéo.

Receptores e Sinalizacdo da via NOD

FC e Bl ICV (+) Vs ICV (-)
1 CTRL (+) Vs CTRL (-)
5.0 ICV (-) Vs CTRL (-)
2.5+
up regulation > 1.51
down regulation < 0.67+

0.0-

AIMZ _ NLRP3 PSTPIP1 PYCARD SUGTL

Figura 7 - Comparacéo entre os valores de FC (Fold Change) da via de sinalizagdo
por receptores semelhantes a NOD. Foram realizadas comparacdes entre pacientes
com imunodeficiéncia comum varidvel (ICV) e infecgdo versus pacientes com ICV sem
infeccdo, entre individuos controle (CTRL) com infecgdo versus CTRLs sem infeccdo e
entre pacientes com ICV sem infecgdo versus CTRLs sem infeccdo. Observagao - (+):
Positivo para rinossinusite viral. (-): Negativo para rinossinusite viral.
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Sinalizacéo por receptores semelhantes a RIG-1:

Observamos um aumento na expressdao dos genes DDX58 (RIG-1) e RELA
durante o quadro infeccioso agudo nos pacientes ICV e individuos controle, mas o
aumento foi mais significativo nos imunodeficientes. Esses mesmos genes apresentaram
valores semelhantes de expressao (1,5 > FC > 0,67) na comparagéo entre os pacientes
com ICV e controles sem infeccdo respiratoria viral aguda. Os genes IRF3, MAPK14
(p38 MAPK), TBK1, TRAF3 e TRIM 25 apresentaram aumento de expressdo nos
pacientes ICV com infeccdo aguda, diminuicdo de expressdo na auséncia de infeccao
quando comparados com 0s controles sem infeccéo, e expressdo com discreta variagéo
nos valores de FC (1,5 > FC > 0,67) nos controles em vigéncia de infec¢do aguda viral.
CXCLS8 (IL-8) teve um aumento de expressao durante o quadro de rinossinusite aguda
na comparagdo entre os pacientes ICV com e sem infec¢do, enquanto nas outras duas
comparagdes apresentou valores de FC com alteragdes discretas (1,5 > FC > 0,67). Os
genes CXCL10 (IP-10) e IFIH1(MDA-5) foram observados apenas na comparagao entre
os pacientes ICV com e sem infec¢do e ambos 0s genes com aumento em sua expressao.

A Figura 8 apresenta os dados descritos nesse topico.



57

Receptores e Chaperonas

B ICV (+) VsICV ()
] CTRL (+) Vs CTRL (-)
& ICV (-) Vs CTRL (-)

FC
5.0

2.5

up regulation > 1.5+

down regulation < 0.67+-
0.0-

% 9 »
%, % &
%,

%
%

2 b7,

|Vias de sinalizag&o subsequentes|

FC 5.0

2.5+

up regulation > 1.5+

down regulation < 0.67¢-
0.0-

€4l
YINdVIN
v13d

™aL
edvdl

[Genes responsivos|

5.0
FC

2.5

up regulation > 1.5+

down regulation < 0.67---
0.0-

CXCL10 IL-8 (CXCL8)

Figura 8 — Comparacao entre os valores de FC (Fold Change) da via de sinalizagcdo
por receptores semelhantes a RIG-1. (A)Receptores e chaperonas. (B)Vias de
sinalizacdo. (C) Genes responsivos. Foram realizadas comparagdes entre pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel (ICV) e infecgdo versus pacientes com ICV sem
infeccdo, entre individuos controle (CTRL) com infecgdo versus CTRLs sem infeccdo e
entre pacientes com ICV sem infecgédo versus CTRLs sem infeccdo. Observagao - (+):
Positivo para rinossinusite viral. (-): Negativo para rinossinusite viral.
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Sinalizacéo da resposta do interferon tipo I:

Observamos aumento na expressao de 1L-15 e MX1 durante o quadro infeccioso
agudo nos pacientes ICV e individuos controles, mas o aumento da expressao foi maior
nos pacientes imunodeficientes. Na comparacdo durante a auséncia de infeccdo, MX1
mostrou-se com expressdo reduzida nos pacientes ICV enquanto IL-15 apresentou
valores semelhantes no ICV sem infeccdo em relacdo ao controle sem infecgdo (1,5 >
FC > 0,67). O gene TLR3 foi quantificado apenas na comparagao entre os individuos
controles, apresentando uma tendéncia de aumento de expressao durante a infeccdo

aguda. Todos esses dados estdo representados na figura 8.

Genes estimulados por IFN tipo 1

7.59
FC
Bl ICV (+) VSICV ()
J CTRL (+) Vs CTRL (-)
ICV (-) Vs CTRL (-)

5.0+

2.5+

up regulation > 1.5

down regulation < 0.67--
0.0-

IL-15 MX1 TLR3

Figura 9 - Comparacéo entre os valores de FC (Fold Change) da via de sinalizagdo
da resposta do interferon (IFN) tipo I. Foram realizadas comparag6es entre pacientes
com imunodeficiéncia comum varidvel (ICV) e infec¢do versus pacientes com ICV sem
infeccdo, entre individuos controle (CTRL) com infeccdo versus CTRLs sem infecgdo e
entre pacientes com ICV sem infecgédo versus CTRLs sem infec¢do. Observagédo - (+):
Positivo para rinossinusite viral. (-): Negativo para rinossinusite viral.

Mais detalhes quanto a expressdo génica de genes relacionados a imunidade

inata e adaptativa antiviral dos controles e pacientes com ICV estéo contidos nos anexos.
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5.1 Identificacéo dos virus respiratorios

No periodo de abril de 2012 a novembro de 2014, foram realizadas 58
avaliacbes em 47 individuos controle e 45 avaliacbes em 23 pacientes com
imunodeficiéncia comum varidvel que apresentavam sinais e sintomas de rinossinusite.
Dentre as avaliacBes, observamos que 41 individuos controles (34 controles
selecionados pelo estudo e sete controles ndo selecionados pelo estudo por ja se
apresentarem com quadro clinico provavelmente bacteriano) tiveram um total de 50
rinossinusites (1,22 rinossinusites/individuo controle) e 23 pacientes com ICV (14
pacientes selecionados e nove ndo selecionados por estarem com sinais e sintomas de
possivel rinossinusite bacteriana) apresentaram um total de 45 rinossinusites (1,96
rinossinusites/paciente com ICV). Isso significa que os pacientes com ICV desse estudo
apresentaram 60,6% mais infeccbes do que o grupo controle (p = 0,0004). Kainulainen
et al. evidenciaram em um estudo que pacientes com hipogamaglobulinemia priméria
em reposicdo regular de imunoglobulina e com niveis séricos de IgG > 6,0 g/l
apresentaram 4,4 vezes mais infeccBes de vias aéreas superiores, sejam elas bacterianas
ou virais, do que individuos controle ®. J4 um outro estudo que avaliou infecgdes
virais respiratérias adiquiridas na comunidade em pacientes com hipogamaglobulinemia
secundaria a transplante pulmonar observou uma incidéncia semelhante de infec¢des
entre os pacientes com hipogamaglobulinemia e individuos controle 4%,

Nesse periodo foram colhidas 65 amostras de lavado nasal, sendo 43 amostras
colhidas de 34 individuos controles e 22 amostras colhidas em 14 pacientes com
imunodeficiéncia comum varidvel. Todas as amostras foram colhidas quando o0s
individuos, entre 18 e 60 anos de idade, apresentavam sinais e sintomas de quadro de
rinossinusite sugestivamente viral (maximo de cinco dias de sintomas). Considerando
apenas os individuos selecionados e que foram submetidos a coleta do lavado nasal, a
duragdo dos sintomas também foi maior nos pacientes com ICV (variagdo de 5 a 22
dias, média de 10,8 dias) em relacdo aos individuos controle (varia¢do de 3 a 15 dias,
média de 6,2 dias). A diferenga da duracdo dos sintomas entre os dois grupos também
foi estatisticamente significativa (p < 0,0001). Durante o seguimento desses individuos,
dois individuos controles e nove pacientes com ICV necessitaram de antibioticos para o
tratamento de rinossinusite bacteriana, evidenciando que a evolugdo das rinossinusites

virais dos pacientes com ICV tende a ser menos favoravel do que nos individuos
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controles (p = 0,0003). Duracdo prolongada do sintomas e maior necessidade de
antibidticos nos pacientes com ICV ja foi relatada por outros autores ©),

A identificacdo dos virus foi realizada no laboratério de virologia do IMT, que
realizou duas técnicas (IFD e PCR) em todas as amostras. Pela técnica da IFD, foram
pesquisados 0s seguintes virus: virus sincicial respiratorio, adenovirus, influenza A e B,
e parainfluenza 1, 2 e 3. A técnica do PCR foi realizada para os virus: adenovirus,
metapneumovirus, coronavirus, parainfluenza 1, 2, 3 e 4, influenza A e B, virus sincicial
respiratorio A e B, rinovirus A/B/C, bocavirus 1, 2, 3 e 4, e enterovirus.

Apenas 4/65 (6,2%) amostras foram positivas pela técnica da IFD. Das amostras
que foram positivas pela técnica da IFD, duas amostras (adenovirus e infuenza B) nao
encontraram confirmacdo pela técnica do PCR. A negatividade pelo PCR de um
resultado positivo pela técnica da IFD ja foi observada em outros estudos 149),

A técnica do PCR foi positiva em 18/65 (27,7%) amostras e encontrou
positividade semelhante entre os grupos estudados, 25,6% nos individuos controles e
31,8% nos pacientes com ICV.

A positividade relativamente baixa, em comparacdo com outros estudos, pode se
dever a técnica empregada para a coleta nesse estudo que foi o lavado nasal e ndo a
técnica do swab nasofaringeo ou aspirado nasofaringeo. Além do mais, alguns artigos
citam utilizar a técnica de lavado nasal, porém utilizam a técnica de aspirado nasal,
obtendo valores mais altos do que os encontrados neste estudo 47149, No entanto, o
baixo custo da técnica e a facilidade de aplicacdo desse método em adultos por ser um
método ndo invasivo, faz alguns autores cogitarem o lavado nasal como teste de triagem
para pesquisa de virus respiratorios 43, Os virus mais encontrados e o periodo em que
cada uma das infeccGes aconteceu se assemelha a estudos prévios com relagdo a

sazonalidade desses virus (77-80. 88,120, 122)

5.2 Imunidade inata e adaptativa antiviral no lavado nasal

O epitélio das vias aéreas promove protecdo contra varios patogenos (°0: 151,
Além da funcdo de barreira, € uma importante fonte de citocinas, quimiocinas e outros
mediadores inflamatorios que atuam na resposta da imunidade inata e adaptativa. As
células epiteliais reconhecem motivos moleculares conservados de origem microbiana

chamados padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPs — pathogen-associated
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molecular patterns) pelo uso de diferentes receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs — pattern-recognition receptors) %2, Os PRRs incluem receptores semelhantes a
Toll (TLRs), receptores semelhantes ao dominio de oligomerizacdo da ligacdo de
nucleotideos (NLRs — nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors) e os
receptores semelhantes ao gene 1 induzidos por &cido retindico (RLRs, RIG-1-like
receptors — retinoic acid-inducible gene 1) e sdo todos importantes no reconhecimento
de patdgenos, ativacdo celular e regulacio da resposta imune 52159 A despeito da
funcdo protetora dos PRRs contra infec¢des, evidéncias acumulativas sugerem um papel
desses receptores na patogénese de varias doencas inflamatdrias 5.

Mamiferos expressam pelo menos dez diferentes TLRsS que reconhecem
componentes de bactérias e virus, e eles tém sido identificados em varios tecidos e
células das vias aéreas humanas (56157,

Os TLRs reconhecedores de virus, expressos em endossomos e denominados
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, respondem a dsRNA, ssRNA, ssSRNA e CpG-DNA,
respectivamente (158-160),

Os RLRs sdo constituidos de trés homodlogos: RIG-I, MDA-5 (melanoma
differentiation-associated gene 5) e LGP-2 (laboratory of genetics and physiology 2)
(161 Os PRRs citoplasmaticos RIG-I1 e MDA-5 detectam dsRNA da replicacéo viral em
células infectadas, e por meio da proteina adaptadora MAVS (IPS-1) levam a inducéo
da sintese de IFN tipo | através da ativacdo de IRF3 (IFN regulating factor 3), e a
producdo de citocinas pré inflamatérias pela ativacdo da via de sinalizacdo do NFxB
(162-164) RIG-1 é necessario para 0 reconhecimento e resposta contra 0s Paramyxovirus e
virus influenza, enquanto MDA-5 é critico ndo apenas para a secrecdo de IFN( e
CXCL10, mas também para a producdo de IL-6 em resposta a picornavirus %), 1L-6
induz producéo de anticorpos em células B e ativacdo e diferenciacio de células T (268),
A quimiocina CXCL10, associada a uma resposta celular tipo 1, regula a migracdo de
células T ativadas através da ligagdo com CXCR3 (167,

Os TLRs desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro induzindo
a ativacdo de NFxB e a producdo de IFNs do tipo 1, mas também contribuem para a
patogénese de doencas especificas. Evidéncias sugerem que hd uma deficiéncia
intrinseca ou localmente induzida na funcdo de barreira epitelial da mucosa nasal em
pacientes com rinite alérgica, devido & inflamac&o persistente (6169 Essa inflamacéo é

caracterizada pelo aumento da liberagéo de citocinas como GM-CSF, infiltracdo de
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células inflamatdrias e regulacdo aumentada da ICAM-1 (intracellular adhesion
molecule-1) ¢7. O aumento de expressdo de ICAM-1 (CD54) favorece a infecgdo por
rinovirus, pelo fato desses virus utilizarem-se dessa molécula como receptor ¢71-174),

Os IFN dos tipos 1 e 111 sdo responsaveis pela inducdo de um estado antiviral nas
células imediatamente apds a infecgdo 7. IFN tipo | é produzido por muitos diferentes
tipos celulares. IFN tipo Il parece ser principalmente produzido por células dendriticas
plasmocitoides presentes nos epitélios, onde as células epiteliais sdo o alvo principal de
atividade @®. Devido aos seus efeitos poderosos e potencialmente danosos, a producéo
dessas citocinas € rigidamente regulada 77,

Defeitos na resposta do hospedeiro a patégenos externos, incluindo virus,
também tém sido relacionados a persisténcia do estado inflamatdrio gerando risco de
efeitos paralelos indesejados do sistema de defesa, especialmente nos pacientes que
sofrem de uma doenca inflamatoria cronica *’®. Clinicamente, infecgbes respiratorias
virais tém sido frequentemente implicadas como gatilhos para exacerbacdes em
pacientes com rinossinusite cronica e essas infec¢fes também sdo conhecidas por
danificar a funcéo das células epiteliais nasais humanas ¢7° 180,

Algumas das alteragdes imunoldgicas causadas por virus respiratérios ja foram
descritas. O virus influenza € reconhecido por pelo menos trés classes de PRRs,
incluindo TLR7, RIG-1 e NLRP3 (8L 182 Esse virus possui uma proteina chamada
PB1-F2 que dissipa o potencial de membrana mitocondrial requerido para ativacdo do
inflamassomo NLRP3 e para a sinalizacdo antiviral mediada por MAVS (8189 Em
adicdo, a proteina NS1 do virus influenza inibe a resposta por interferon do hospedeiro
tanto pelo sequestro do RNA viral quanto pela ligacdo a RIG-1 e outras proteinas
necessarias para as vias de sinalizagdo por RIG-1 e IFN @86-19) A proteina NS1 inibe a
secrecdo de IL-1p mediada pelo inflamassomo NLRP3 (91192 A proteina NS1 parece
ter um papel chave na inibicdo de RIG-1 e da secre¢do de IL-1B mediada pelo
inflamassomo NLRP3 por células no imunes como o epitélio pulmonar 192,

Expressdo aumentada de IL-1p e NLRP3 foi observada em amostras de aspirado
nasofaringeo em criancas com quadro de infeccdo respiratoria mais grave por
metapneumovirus, sugerindo que o inflamassomo estd envolvido na resposta imune
inata a0 hMPV nesses pacientes, como um mecanismo protetor ou como responsavel
pelo dano pulmonar. Os niveis mais altos de IL-1p e NLRP3 foram encontrados nos

pacientes com quadros mais graves °®. Observamos uma tendéncia de aumento na
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expressdo de NLRP3 e de outros genes relacionados a sinalizacdo por receptores
semelhantes a NOD (PYCARD/ASC, PSTPIP1, SUGT1 e AIM2) nos pacientes ICV
durante o quadro agudo de infeccdo viral. NLRP3 teve sua expressdo diminuida nos
ICVs na auséncia de infeccdo quando comparado com os controles tambem sem
infeccdo (p < 0,05). O gene PYCARD/ASC apresentou a mesma tendéncia, mas 0s
resultados ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05). No grupo controle,
houve uma tendéncia de diminuicdo de expressdo do gene NLRP3 durante o quadro de
rinossinusite viral e uma variacdo nao significativa na expressao dos genes PSTPIP1 e
PYCARD. Apesar de ndo detectarmos a expressdo do gene IL-1B, observamos uma
tendéncia de aumento na secrecdo dessa citocina durante os quadros infecciosos nos
grupos controles e ICV.

Uma vez que AIM2 tem sua expressdo induzida por IFNy e gue o inflamassomo
AIM2 é ativado por dsDNA intracelular derivado de virus DNA, bactérias ou por
células do proprio hospedeiro %419 g tendéncia de aumento na expressio do gene
AIM2 nos pacientes com ICV pode significar a presenca de rinossinusite cronica nesses
pacientes, ja que nenhum individuo controle preenchia critérios clinicos para
rinossinusite crénica e DNA virus foi identificado em apenas um paciente com ICV, o
que ndo seria suficiente para gerar aumento de expresséo.

A expresséo dos genes NLRP3, PSTPIP1, PYCARD, SUGT1 e AIM2 sugere
que a via de sinalizacdo por receptores semelhantes a NOD estava ativa em ambos 0s
grupos, porém apresentou um estado de maior expressao e ativacdo no grupo ICV.

Muitos estudos tém mostrado anormalidades na resposta imune em pacientes
com rinossinusite crénica, como uma resposta exagerada ao TLR3 %7); pacientes com
rinite alérgica tém sido reportados como apresentando um aumento na regulagdo de
TLR3 na mucosa nasal @*®. O TLR3, que se localiza nas membranas endossémicas, é
conhecido por reconhecer e estimular a expressdéo de CXCL8 (IL-8) nas células
epiteliais das vias aéreas %), Também ja foi relatado que estimulo do TLR3 na mucosa
nasal ativou a producédo de IL-6 e CXCLS8, além de promover um aumento da regulacdo
do receptor celular epitelial de virus ICAM-1 @9 CXCL8 é um importante
quimiotaxico para neutrofilos e estimula essas células a liberar enzimas e produzir
espécies reativas do oxigénio ?°?. Em nosso estudo observamos que os individuos
controle apresentaram uma tendéncia de aumento na expressao TLR3 ndo evidenciado

nos pacientes ICV durante o quadro de infeccéo viral aguda.
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Kim et al. descreveram células epiteliais nasais humanas (HNECs) de individuos
controles e individuos com rinossinusite cronica que produziram quantidades
semelhantes de IL-6 e CXCLS8 frente a uma infeccao por rinovirus. Porém as HNECs de
pacientes com rinossinusite crdnica apresentaram uma diminuicdo da inducdo da
proteina IFNP e a expressdo do mRNA de MDA-5 estava discretamente lentificada apds
infeccdo por HRV, sugerindo que isso pode ser responsavel pelo atraso na eliminacao
do HRV. A resposta por IFNB foi reduzida no grupo de HNECs de individuos com
rinossinusite cronica ?%V, 1L-6, CXCL8 e GM-CSF produzidos pela infec¢do por HRV
aumentam a suscetibilidade para infeccBes respiratorias superiores adicionais ©2.
Observamos uma tendéncia de aumento na expressdo do gene CXCL8 nos pacientes
ICV e uma tendéncia de aumento na proteina CXCL8 em ambos 0s grupos durante o
quadro de rinossinusite viral. O gene que codifica a citocina pré-inflamatoria IL-6,
produzida por macréfagos e células T e que atua na inflamacdo e na maturagdo das
células B, além de ser um pirégeno endogeno capaz de induzir febre em pessoas com
doencas autoimunes ou infecgdes, é produzida primariamente nos locais de inflamacgéo
aguda e crbnica, ndo foi expresso em nenhum grupo mas apresentou valores
aumentados de sua proteina no lavado nasal em ambos os grupos com infec¢do, sendo
gue 0 aumento no grupo controle foi estatisticamente significativo (p =0,03).

MDA-5 (IFIH1) apresentou um aumento de expressdo nos ICVs com
rinossinusite viral, mas ndo foi detectado nos controles com infec¢do. Gough et al.
observaram que fibroblastos embriénicos murinos knockout para MDA-5 produzem
quantidades normais de IFNB em resposta ao dsRNA. Ja as células knockout para RIG
ndo produzem quantidades detectaveis de IFNB %), A tendéncia de aumento de
expressao de RIG-1 (DDX58) em ICVs e controles com infeccdo viral também € mais
um dado que fortalece que ha producédo de IFN do tipo I na via final de sinalizagdo por
receptores semelhantes a RIG-1. Tengroth et al. descreveram que a ativagdo de RIG-
1/MDA-5 resultou em um aumento na regulacao da liberacdo de IFNB na mucosa nasal
(155 Esse mesmo autor relatou que RIG-I, MDA-5 e TLR3 foram expressos em niveis
de proteinas e em mRNA em ordem decrescente na mucosa nasal 9. Esse artigo pode
corroborar o achado do nosso estudo de que apenas RIG-1 apresentou expressdo
guantificavel em todos, diferentemente de MDA-5 e TLR3.

Apo6s o reconhecimento do RNA viral por RIG-1 e MDA-5, ocorre uma

interacdo com a proteina adaptadora MAVS (IPS-1) localizada na membrana
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mitocondrial %2 R|G-1 também interage com TRIM25. A ativacdo de MAVS
recruta TRAF3 e leva ao recrutamento de complexos de sinalizagdo como o complexo
TBK1 e o complexo IkK para ativar fatores de transcricdo como IRF3, IRF7 e NF«xB
(207, 208) gerando a producdo de IFN tipo I, citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias
como CXCLS8, TNFa, IL-12 e CXCL10. Observou-se uma tendéncia de aumento na
expressao dos genes TRIM25, TBK1 e IRF3 e um aumento na expressdao do gene
TRAF3 (p = 0,028) durante o quadro de infeccdo aguda viral nos pacientes ICV e uma
tendéncia de diminuicdo de expressdo nesses mesmos pacientes quando livres de
infeccdo e comparados com controles em situagdo semelhante. N&o foi observada
variacdo significativa da expressdo desses genes nos controles com rinossinusite viral.
Controles e ICVs apresentaram um aumento na expressdo do gene RELA (proteina
essencial para a ativacdo de NFkB) durante o quadro de infeccdo viral aguda, sendo que
0 aumento de expressdo foi maior nos pacientes ICV.

CTSS (Catepsina S) é necessaria para complementar o efeito de reconhecimento
de DNA por TLR9 ?%), Foi observado uma tendéncia de aumento na expresséo do gene
codificador da CTSS no grupo ICV durante o quadro infeccioso agudo e uma tendéncia
de diminuicdo de expressdo nesses pacientes na auséncia de infeccdo quando os
comparamos com controles também na auséncia de infec¢do. Ndo houve variagdo no
grupo controle com infeccao.

A fosfoproteina osteopontina (Opn/SPP1) é essencial para um desenvolvimento
eficiente da resposta Thl 1022 QOpn é expressa em células T ativadas, células
dendriticas e macrofagos dentro de 24 horas de uma infec¢do viral ou bacteriana e
podem ser responsaveis pela resisténcia contra infeccdes microbianas 1% 213 Em
contraste, a expressdao desregulada de Opn tem sido associada com doencgas autoimunes
em modelos de camundongos @'Y e em muitos tipos de doencas autoimunes em
humanos, incluindo nefrite lupica, esclerose mdltipla e artrite reumatdide 14218, A
expressao intracelular de Opn em celulas dendriticas plasmocitoides é necessaria para
uma translocacdo nuclear eficiente do IRF7 e esti associada a expressdo do gene do
IFNo. dependente de TLR9, mas ndo de outras citocinas pro-inflamatorias. A
importancia biolégica de Opn na resposta por IFNa foi enfatizada pelo achado de
camundongos deficientes de Opn desenvolverem uma resposta reduzida de células NK
dependente de IFNo frente a tumores e ao virus herpes simplex 1 ?'%, Observamos um

aumento de expressdo do gene codificador de Opn nos ICVs e controles com quadro de
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rinossinusite viral aguda e uma diminuicdo de expressdo nos pacientes com ICV na
auséncia de infeccdo viral aguda, mesmo com quadro de rinossinusite crénica. Esse
aumento da indicios da atuacdo da IRF7 e do IFN tipo | nesses pacientes, mesmo nédo
apresentando detecgé@o dos genes responsaveis pela expressao destes.

Sinalizacdo por TLR induz uma regulagdo aumentada de moléculas co-
estimulatdrias nas células dendriticas. Dentre essas moléculas, o CD40, membro da
superfamilia dos receptores do TNF, é importante na apresentacdo de antigenos pelas
células dendriticas. Esse processo, chamado de maturacdo das células dendriticas, é
essencial para a inducdo de uma resposta imune adaptativa patogeno-especifica ??9, O
CD40 também possui outras fungdes importantes, dentre elas: a mudanga de classe de
imunoglobulinas dependente de células T, desenvolvimento de células B de memoria, e
formacdo do centro germinativo. Observamos uma tendéncia de aumento na expressao
do gene codificador do CD40 no grupo controle com infeccdo viral aguda. N&o foi
possivel avaliar a expressao desses genes no grupo ICV.

Todos os TLRs induzem vias inflamatorias conservadas, culminando com a
ativacdo do NF«B e da AP-1 2, AP-1 ¢ uma proteina que recruta membros de JUN e
FOS 22, Dentre a familia de proteinas da AP-1, c-JUN desempenha um papel central
na resposta inflamatoria. A ativacdo de AP-1 na sinalizacdo por TLR é principalmente
mediada por MAP quinases.

Os eventos proximais da sinalizagéo intracelular mediada por TLR s&o iniciadas
por vérias proteinas adaptadoras, dentre elas TRIF (TICAM1) #2% 229 TRIF tem a
habilidade de ativar o NF«kB, as MAP quinases e o promotor do gene de IFNp (25 226),

TLR3 ativa a via dependente de TRIF, que leva a inducdo de IFN tipo I,
particularmente IFNB. A transcricdo do gene do IFNP € rigidamente controlada por
ativacdo cooperativa de varios fatores de transcri¢do, incluindo NFxB, ATF2/c-JUN,
IRF3 e IRF7 29,

Enquanto NF«xB e ATF2/c-JUN s&o ativados por numerosos estimulos como 0s
ligantes de TLR, IL-1B, TNFoa e dano ao DNA, IRF3 e IRF7 sdo proteinas
estruturalmente relacionadas presentes no citoplasma em condig¢fes néo estimuladas.
Apbs o estimulo, essas proteinas sdo fosforiladas por TBK1 e IkKi, translocando-se
para 0 nlcleo para regular a expressio de genes alvo %" 228 Enpquanto IRF3 é
constitutivamente expresso, a expressdo de IRF7 € fraca em células ndo estimuladas e

significantemente induzida pela estimulacdo com LPS, IFN tipo | ou infecgdes virais.
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Assim, a inducdo inicial de IFNPB é largamente dependente da ativacdo de IRF3.
Juntando tudo, o eixo TRIF - TBK1/IkKi - IRF3 controla a inducédo de IFN tipo | na
sinalizagio por TLR3 e TLR4 (159,

Ligantes de TLR7/8 e TLR9 também s&o gatilhos para a inducéo de IFN tipo I
por células dendriticas plasmocitoides, um subtipo de células dendriticas que é
especializado em produzir grande quantidade de IFN tipo | em resposta aos ligantes de
TLR7/8 e TLR9 e infeccbes virais 2> 230, Diferente de outros tipos de células
dendriticas, as células dendriticas plasmocitdides expressam constitutivamente altos
niveis de IRF7 (231,232),

IRF5 também e fosforilada por TBK1 e IxKi e, em humanos, € sugerido como
um participante seletivo na indugdo de IFN tipo | mediado por TLR7, ao invés de
citocinas inflamatdrias (233239,

Percebemos um aumento na expressdo génica dos genes codificadores de TRIF
(TICAM1), de MAPK1 e MAPK14 (MAP Kkinases), de FOS e JUN (familias de
proteinas que compdem a estrutura do fator de transcricdo AP-1) e de IRF5 nos
pacientes ICV em vigéncia de infec¢do viral aguda. Houve diminuicdo de expressdo dos
genes MAPK14 e FOS nos pacientes ICV na auséncia de infeccdo quando comparados
com controles sem infec¢do. Ndo houve variagéo significativa na expressao dos genes
MAPK14, JUN e FOS nos controles com infeccdo aguda. Nao foi possivel quantificar a
expressao de TRIF, MAPK1 e IRF5 nos controles com infeccdo aguda.

A expressdo de CXCL10 pode ser induzida por IFNy @) IFNa e p @3 ou
TNFa %) secretadas por diferentes células imunes, e tem como funcdes a quimiotaxia
de mondcitos/macrofagos, células T, células NK e células dendriticas, além da
promocao de adesdo de células T as células endoteliais. TNFo induz NFkB 39 g, entre
outras funcdes, esta envolvido no recrutamento de neutréfilos para os pulmdes 40,
Houve uma tendéncia de aumento na expressdo do gene de CXCL10 apenas nos ICVs
com infeccdo. N&o foi possivel quantificar a expressdo de CXCL10 no grupo controle.
Apesar disso, foi possivel dosar a proteina CXCL10 no lavado nasal em niveis altos em
ambos 0s grupos durante o quadro de rinossinusite aguda ou crénica agudizada. No
grupo controle, o aumento na secrecdo da quimiocina CXCL10 durante a infeccédo
apresentou valores de p < 0,05.

A producdo de TNFa foi previamente reportada com altos niveis na secrecéo

nasofaringea de criancas infectadas com VSR e influenza ®*Y. N&o observamos a
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expresséo do gene do TNF, citocina multifuncional préinflamatoria secretada
principalmente por macrofagos, em nenhum dos grupos estudados, mas foi possivel
dosar a proteina e observar uma tendéncia de aumento na secrecdo em ambos 0s grupos
durante o quadro infeccioso agudo.

N&o detectamos aumento na expressdo dos genes CXCL9 e CCL5 em nenhum
dos grupos estudados, mas foi possivel quantificar uma tendéncia de aumento da
proteina CCL5 em ambos os grupos com infeccdo viral aguda. Essa quimiocina é
produzida por células T, endoteliais e plaquetas, e atrai mondcitos, basofilos,
eosinofilos, células dendriticas, células T e NK, e possui como funcéo adicional a
degranulacdo de basdfilos e ativacdo de células T. Estranhamente, a proteina CXCL9,
estreitamente relacionada com CXCL10, produzida principalmente por macréfagos apos
estimulo pelo IFNy e que possui como principal funcdo a quimiotaxia de linfocitos T e
funcdes inibitérias na neovascularizacdo e na inibicdo de células progenitoras
hematopoiéticas, apresentou niveis ndo detectaveis durante o quadro de infecgdo aguda
e valores aumentados na auséncia de infeccdo em alguns sujeitos de ambos 0s grupos.
Esse achado é diferente de outros estudos que avaliaram soro e lavado nasal em
individuos com adenovirus e influenza A, onde houve aumento da secrecdo % 24, Nos
anexos € possivel perceber também que, apesar de ndao podermos quantificar a
expressao do gene CXCL9, esse gene foi expresso em alguns sujeitos do estudo durante
0 quadro de rinossinusite aguda. Todos esses dados nos levaram a desconsiderar a
quantificacdo da proteina CXCL9 por provavel erro no ensaio do CBA com relacdo a
essa quimiocina em especifico.

MxA (myxovirus resistance protein A) é uma GTPase citoplasmatica intracelular
que tem atividade contra uma grande variedade de virus ®*?).  E induzida
exclusivamente por IFN tipo | e tipo 111 como uma resposta especifica a infecc¢Ges virais
e seus niveis basais em individuos saudaveis e imunotolerantes sdo baixos %0 259,

Foi identificado MxA elevado em amostras de sangue total durante infeccfes
respiratorias por HRV, VSR, PIV, Flu, hcoV e hMPV em criancas 2. Em nosso
estudo, identificamos um aumento de expressao do gene MxA nos pacientes om ICV e
nos individuos controle durante os periodos de infec¢ao.

IL-15 é uma citocina induzida por IFN tipo | que exerce um efeito antiviral pela
ativacio de células NK e células TCD8 %3 29 Células NK sdo linfocitos efetores

inatos que podem agir para eliminar diretamente células infectadas por virus pela
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producédo de enzimas citoliticas como as granzimas ou pela producédo de citocinas como
IFNy que regulam a resposta da imunidade adaptativa 5> 2%), Pacientes ICV e controles
apresentaram aumento na expressao do gene que codifica a citocina IL-15 durante o
quadro de infeccdo aguda.

O aumento da expressdo dos genes que codificam MxA e IL-15 sdo dados que
corroboram com a sinalizacéo e resposta do IFN tipo | e tipo 111, apesar da ndo deteccéo
da expressdo génica do IFNa no lavado nasal e de apenas um paciente com ICV
apresentar niveis quantificaveis e bem altos dessa citocina em nosso estudo. A
expressdo dos genes MxA e IL-15 foram bem maiores no grupo ICV.

Apesar de ndo detectarmos niveis substanciais de IFNa no lavado nasal de
pacientes, outros estudos também apresentaram dificuldades semelhantes. Em um
estudo que avaliou a resposta localizada da mucosa nasal em resposta a vacina
intranasal de influenza viva atenuada em adultos (LAIV), foi observado aumento da
expressao génica no lavado nasal de genes estimuladores do IFN como 0 MX1 (MxA),
RIG-1 e IRF7 no terceiro dia ap6s a vacinacdo. Sendo assim especula-se que a liberagédo
de IFN estaria possivelmente abaixo dos niveis de deteccdo no lavado nasal ?3”. Em
outros dois estudos que avaliaram lavados nasofaringeos de criangas com VSR o IFNf
foi indetectavel (258 259),

Também dosamos a proteina da quimiocina CCL2, produzida por mondcitos,
macrofagos, fibroblastos e queratindcitos, e que tem como fungdo o recrutamento de
mondacitos, células NK e T de memoria, basofilos e células dendriticas aos locais de
infeccdo, ativa macrofagos e induz liberacdo de histamina pelos basoéfilos; observamos
aumento nas suas concentracdes quando comparamos individuos infectados e néo
infectados de ambos os grupos, mas ndo observamos diferencas estatisticas entre 0s
grupos, quando os comparamos em situacdes semelhantes. A citocina IL-10 é produzida
por macrdfagos e células T e tem como uma de suas principais funcfes a inibicdo da
resposta Thl. Observamos uma tendéncia de aumento da secrecdo dessa citocina nos
controles e em pacientes com ICV durante o quadro de rinossinusite viral.

N&o podemos tirar conclusdes em relacdo as citocinas IL-2, IL-4, IL-12/IL-
23p40 e IL-17A, uma vez que ndo obtivemos quantidades significativas detectaveis com
os kits utilizados.

Concluindo, com relacéo aos agentes virais das rinossinusites nos pacientes com

ICV, ndo houve diferenca estatistica na deteccdo viral em relagdo ao grupo controle,
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mas observamos uma maior quantidade de episddios infecciosos, assim como duragao
prolongada dos sintomas e maior necessidade de antibidticos nos pacientes com ICV.
Os pacientes imunodeficientes também apresentaram co-deteccdo viral em duas
situacOes, diferentemente do grupo controle que ndo apresentou nenhum. Os virus
foram detectados em ambos 0s grupos respeitando a sazonalidade em que normalmente
sdo detectados. E uma vez que o PCR se mostrou muito superior & técnica por IFD na
deteccdo viral, devemos avaliar se devemos continuar a utilizar essa forma de detec¢édo
diagnostica.

Com relacdo a quantificacdo de citocinas e quimiocinas, observamos um
aumento da secrecdo dessas proteinas durante a infeccdo aguda em relacdo a auséncia
de infeccdo, comportamento semelhante ao observado em estudos que avaliaram a
secrecdo dessas citocinas e quimiocinas no soro e em lavados/aspirados nasais durante
quadros de infecgOes respiratOrias (242 243 260-262) N30 observarmos, em nosso estudo,
diferengas estatisticamente significativas entre os individuos controles e os pacientes
com ICV quando os comparamos em situacdes semelhantes.

Em se tratando do estudo da expressao génica por rt-PCR, apesar de nao termos
observado a expressdo de todos os oitenta e quatro genes relacionados a imunidade inata
e adaptativa antiviral contidos na plataforma denominada antiviral immunity (PAHS-
122, Qiagen Corporation, Ltda), observamos genes expressos em todas as vias de
sinalizacdo propostas pela plataforma (Sinalizacdo por receptores semelhantes a Toll,
Sinalizacdo por receptores semelhantes a NOD, Sinalizacdo por receptores semelhantes
a RIG-1 e Sinalizag&o e resposta do interferon tipo I) €, como 0s genes expressos nessas
vias estendem desde seus receptores até 0s genes responsivos, passando pela
sinalizacdo, podemos ter uma idéia do funcionamento dessas vias nos pacientes com
ICV e nos individuos controle. Percebemos que de uma maneira geral, 0s pacientes
com ICV apresentam um aumento de expressdao de genes relacionados a imunidade
inata e adaptativa anitiviral no lavado nasal substancialmente maior frente a um quadro
de rinossinusite aguda ou cronica agudizada por um virus do que os individuos controle
em situacdes semelhantes. Quando comparamos os pacientes ICV e os controles ambos
sem infeccdo aguda, observamos que 0s genes apresentam em sua maioria uma redugéo
de expressao nos pacientes ICV.

Uma vez que a magnitude e o padrdo bioldgico de uma resposta imune precoce

influenciam a evolucdo de uma infeccdo, quando a resposta é de natureza e magnitude
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apropriada o hospedeiro obtém sucesso em eliminar a infeccdo com minimo dano
tecidual ou inflamacé&o sistémica. Por outro lado, se a natureza e magnitude da resposta
forem inapropriadas, a resposta inflamatoria a infeccdo pode levar o hospedeiro a sérios
danos ?*). O dano ao epitélio respiratdrio durante a infeccdo viral facilita ainda mais
infeccbes bacterianas do trato respiratério e subsequentes doencas inflamatorias como
sinusites e pneumonias 6%,

Essa maior amplitude de variacdo observada nos pacientes com ICV
provavelmente significa um desajuste de resposta imune levando a um quadro de maior
inflamacéo local com consequente maior dano tecidual e justificando assim a incidéncia
aumentada de complicacdes como otites médias e mastoidites, sequelas como sinéquias
nos seios paranasais e bronquiectasias, duracdo aumentada dos sintomas, replicacdo
viral aumentada e internacdes nesse grupo de pacientes ©5 ),

Nosso estudo foi o primeiro a realizar a quantificacdo de citocinas e
quimiocinas, além de avaliar por rt-PCR a expressao génica de genes relacionados a
imunidade inata adaptativa no lavado nasal de pacientes com Imunodeficiéncia Comum
Variavel. N&do ha na literatura nenhum estudo que tenha feito avaliacdo semelhante, nem
mesmo no sangue nesse tipo de paciente. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios

para responder perguntas que surgiram no decorrer de nossa pesquisa.



6. Conclusoes
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Os agentes virais detectados durante os quadros de rinossinusite no grupo

controle e nos pacientes com ICV respeitaram a sazonalidade habitual;

o a rinossinusite viral teve uma duracdo prolongada nos pacientes com ICV e
esses mesmos pacientes tiveram evolugcdo menos favoravel com consequente
evolucéo para rinossinusite bacteriana

o houve maior necessidade de uso de antibiéticos e corticoides orais para
tratamento dessa complicacao.

Com relagdo ao método de deteccdo, o PCR se mostrou muito superior a IFD;
o a técnica de coleta por lavado nasal isolada pode ter influenciado
negativamente na deteccdo por ambos 0s métodos
o Justifica-se a técnica do lavado nasal pelo baixo custo e pela facilidade de
aplicacdo da técnica em adultos ndo hospitalizados.

As citocinas e quimiocinas no lavado nasal tiveram um comportamento semelhante
em ambos 0s grupos estudados
o observamos aumento na secrecdo das mesmas durante o quadro agudo de
rinossinusite viral.
o Né&o houve diferencas nos niveis de secrecdo das citocinas e quimiocinas
entre 0s grupos quando comparados em situacdes semelhantes.

Com relacdo a expressdo génica dos genes relacionados a imunidade inata e
adaptativa antiviral no lavado nasal, observamos uma maior variacdo de expressao
nos genes dos pacientes com ICV.
o Esses genes se encontravam:
= “down regulados” nos pacientes com ICV quando comparamos com
os controles, ambos sem infecgéo;
=  “up regulados” e em valores muito maiores que os controles quando
ambos 0s grupos estavam com rinossinusite viral.

Essa maior variacdo de expressdo génica pode talvez justificar um desajuste na
resposta imune inata e adaptativa levando a um maior dano tecidual e maior resposta
inflamatdéria nos pacientes com ICV e assim justificar o maior indice de
complicacdes frente a infeccoes.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar as muitas questfes e hipoteses que
surgiram no decorrer desse trabalho.



/. Anexos
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HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CAIXA POSTAL, 8091 — SA0 PAULO - BRASIL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

B N[O A | L@ N O 1= A I =
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o sexo: MZ FZ
DATA NASCIMENTO: ..o
ENDEREQCO.... ..o e NO ..o APTO:....ccciis
BAIRRO ...t CIDADE.........ccc s
CEP:vveiie e, TELEFONE:DDD (............ ) e ———————
2 RESPONSAVEL LEGAL ..oovoveeeeeeeeeeee oot ee e et ee et aeseeesesatesaeeesssesasesssessasesasssessssesen sesesesssasanes
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €tC.) .....ccocvvveieriveiere e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....oovvvvvviiieeieiiiiiienns SEXO: MZ £Z
DATA NASCIMENTO.: ..o
SNl = oXe O N, APTO: ovvvvor..
2 111 T CIDADE: ..o oo
[0 = =TI TELEFONE: DDD (............ ) ST

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

AVALIACAO DOS PATOGENOS VIRAIS NAS RINOSSINUSITES DE PACIENTES COM IMUNODEFICIENCIA
COMUM VARIAVEL (ICV)

2. PESQUISADOR: Prof. Dr. Dewton de Moraes Vasconcelos

CARGO/FUNCAQ: Médico pesquisador — Responsavel pelo ambulatério de Imunodeficiéncias primarias do
Departamento de dermatologia - ADEE-3003

INSCRIQAO CONSELHO REGIONAL NO ....cooiiiiivinieniinienins
UNIDADE DO HCFMUSP: Dermatologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO Z rRIsco MiniMo 98 RISCO MEDIO Z
RISCOBAIXO Z RISCOMAIOR Z

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4 DURACAO DA PESQUISA : 2 anos
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111 - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. justificativa e 0s objetivos da pesquisa

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente (isto €, sem remuneracdo e de modo néo
obrigatorio) de um estudo que avaliara quais sdo os patdgenos virais nas rinossinusites em pacientes
com Imunodeficiéncia Comum Variavel.

2. procedimentos que serdo utilizados e propositos, incluindo a identificacdo dos procedimentos que sdo
experimentais

Caso vocé concorde, lavados da regido nasofaringea serdo coletados, para pesquisa de moléculas de
defesa presentes na amostra coletada e identificacdo dos agentes virais das rinossinusites presentes
nestes mesmos lavados.

3. desconfortos e riscos esperados

O risco e o desconforto para coleta do lavado nasofaringeo sdo minimos, pois este € obtido
facilmente, como em procedimentos para investigacdo de sinusites, no qual sera administrado ao
paciente certa quantidade de soro fisiol6gico para em seguida, 0 mesmo assoar 0 nariz, sendo
disponibilizado entdo amostras de material biologico para posterior pesquisa.

4. beneficios que poderdo ser obtidos

O possivel beneficio é o de um acompanhamento dentro de uma sistemética diferente da que é feita
no ambulatdrio de Imunodeficiéncias Primérias do Servi¢o de Dermatologia do HC-FMUSP (ADEE-
3003). Vocé poderd ainda estar ajudando outras pessoas com a mesma doenca ao permitir a
obtencdo/analise de dados.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo

Na&o se aplicam

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO
DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacBes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas.

A coleta de de lavados nasofaringeos dos pacientes deverd ser agendada. Orientagdes sobre
procedimentos riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer davidas serdo
dadas a qualquer momento.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que
isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

A participagdo no estudo é livre e a qualquer momento poderd ser retirado seu consentimento sem
que isto traga prejuizo de seu tratamento.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

Os resultados obtidos dos testes laboratoriais serdo mantidos em confidencialidade.
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4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a salde, decorrentes da pesquisa.

A assisténcia no HCFMUSP esta disponivel para eventuais danos a salde relacionados a coleta de
exames decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizagéo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.

Como se trata de projeto com risco minimo, ndo ha previsdo de indenizacao.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Dr. Dewton de Moraes Vasconcelos ou Thiago de Almeida Bezerra

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470 — Prédio 2, 3° andar - IMT

Fone: 3061 7499

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sdo Paulo, de de 20

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Assinatura do pesquisador (carimbo ou nome Legivel)
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Tabela 7 - Quantificacdo de quimiocinas e citocinas (em pg/ml) no lavado nasal de
individuos controle e pacientes com ICV com e sem quadro de rinossinusite viral

CTRL11 HCoV Negativo CTRL 27 HCoV Negativo
IL-17A 0 0 IL-17A 0 0
IFNy 33,5 0 IFNy 0 0
TNF 2,15 0 TNF 0 0
IL-10 10,74 0 IL-10 4,2 0
IL-6 225,5 3,56 IL-6 40,8 3,52
IL-4 0 0 IL-4 0 0
IL-2 0 0 IL-2 0 0
IFNa 5,9 0 IFNa 0 0
IL-12/1L-23p40 0 0 IL-12/1L-23p40 0 0
CXCL10 34.484,27 225,08 CXCL10 17.092,47 369,25
CCL2 60,59 6,74 CCL2 30,36 17,14
CXCL9 0 1.702,45 CXCL9 0 3.5693,62
CCL5 2,53 0 CCL5 0 0
CXCL8 1.863,28 779 CXCL8 483,81 1.793,8
IL-1B 27,04 9,53 IL-1B 4,47 28,4
IL-10 6,13 0 IL-10 1,71 0,05
TNF 2,5 0,35 TNF 0,37 1,05
CTRL 30 HCoV Negativo
IL-17A 0
IFNy 8,06
TNF 339,16 0,92
IL-10 14,47 0,47
IL-6 1.155,36 17,51
IL-4 0
IL-2 0
IFNa 0
IL-12/1L-23p40 0 0
CXCL10 41.495,83 15.014,32
CCL2 228,53 19,97
CXCL9 0 0
CCL5 34,14 0
CXCL8 3.739,41 699,8
IL-1B 209,4 2,55

Continua.
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Tabela 7 - Quantificacdo de quimiocinas e citocinas (em pg/ml) no lavado nasal de
individuos controle e pacientes com ICV com e sem quadro de rinossinusite viral

(continuacao)

CTRL 15 FluA Negativo CTRL 26 FluA Negativo
IL-17A 0 0 IL-17A 0 0
IFNy 0 0 IFNy 0 0
TNF 35,25 0,26 TNF 0,61 0,54
IL-10 0,17 0,03 IL-10 0 0
IL-6 30,23 7,55 IL-6 4,1 2,94
IL-4 0 0 IL-4 0 0
IL-2 0 0 IL-2 0 0
IFNa 0 0 IFNa 0 0
IL-12/1L-23p40 0 0 IL-12/1L-23p40 0 0
CXCL10 8986,77 | 8405,69 CXCL10 939,16 286,08
CCL2 33,67 11,4 CCL2 8,94 7,79
CXCL9 0 0 CXCL9 0 2610,1
CCL5 0 0 CCL5 0 0
CXCL8 414,21 519,53 CXCL8 680,17 872,37
IL-1B 83,94 2,86 IL-18 127,58 13,7
CTRL 33 HRV Negativos
IL-17A 0 0
IFNy 4,03 0
TNF 3,0 0,45
IL-10 2,02 0,04
IL-6 128,9 0
IL-4 0 0
IL-2 0 0
IFNa 0 0
IL-12/1L-23p40 0 0
CXCL10 43026,9 315,1
CCL2 69,36 4,83
CXCL9 0 2245,5
CCL5 1,46 0
CXCL8 1294,76 251,7
IL-1B 23,1 3,74

Continua.
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Tabela 7 - Quantificacdo de quimiocinas e citocinas (em pg/ml) no lavado nasal de
individuos controle e pacientes com ICV com e sem quadro de rinossinusite viral

(continuacao)

ICV 2 Flu A HRV Negativo
IL-17A 0 0 0
IFNy 36,05 0 0
TNF 22,02 0,86 0,27
IL-10 2,8 0,1 0
IL-6 921,37 4,24 0
IL-4 0 0 0
IL-2 0 0 0
IFNa 2.659,31 0 0
IL-12/1L-23p40 0 0 0
CXCL10 46.890,4 7.412,85 287,88
CCL2 324,43 11,7 6,87
CXCL9 0 0 18.343,06
CCL5 8,33 0 0
CXCL8 1.755,59 589,82 256,67
IL-1B 17,53 3,45 5,18
ICV 8 Negativo
IL-17A 0
IFNy 0
TNF 0,36
IL-10 0,02
IL-6 4,6
IL-4 0
IL-2 0
IFNa 0
IL-12/1L-23p40 0
CXCL10 1.029,98
CCL2 16,37
CXCL9 0
CCL5 0
CXCL8 567,8
IL-1PB 5,1

Continua.
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Tabela 7 - Quantificacdo de quimiocinas e citocinas (em pg/ml) no lavado nasal de
individuos controle e pacientes com ICV com e sem quadro de rinossinusite viral

(concluséo)

ICV9 PIV4 Negativo ICV 10 ADV + HCoV | Negativo
IL-17A 0 0 IL-17A 0 0
IFNy 0 0 IFNy 0 0
TNF 0,54 0,31 TNF 245,5 25
IL-10 0,12 0,03 IL-10 8,97 1,33
IL-6 42,5 4,64 IL-6 87,35 66,75
IL-4 0 0 IL-4 0 0
IL-2 0 0 IL-2 0 0
IFNa 0 0 IFNa 0 0
IL-12/1L-23p40 0 0 IL-12/1L-23p40 0 0
CXCL10 32.348,82 | 237,64 CXCL10 3.849,05 473,79
CCL2 29,23 5,74 CCL2 139,65 17,83
CXCL9 0 1.283,32 CXCL9 0 0
CCL5 0 0 CCL5 5,77 1,38
CXCL8 214,09 560,77 CXCL8 7.519,84 4.274,14
IL-1P8 31 13,66 IL-1B 209,4 209.4
ICV 13 HRV Negativo
IL-17A 0 0
IFNy 0 0
TNF 1,23 0,25
IL-10 0,21 0,06
IL-6 26,32 2,4
IL-4 0 0
IL-2 0 4,21
IFNa 0 0
IL-12/IL-23p40 0 12,61
CXCL10 32675,5 10552,47
CCL2 30,24 10,62
CXCL9 0 0
CCL5 1,66 0
CXCL8 1855,81 150,92
IL-1PB 10,57 1,82

Notas:

CTRL: Controle; ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel.
Negativo: Auséncia de rinossinusite viral. HCoV: Coronavirus; Flu A: Influenza A; HRV: Rinovirus;

PIV4: Parainfluenza 4; ADV: Adenovirus.

A dosagem foi realizada em seis individuos controles com rinossinusite aguda ou cronica agudizada e
repetida apds um intervalo de no minimo seis meses quando mesmo o individuo ja se encontrava
completamente assintomatico. O mesmo procedimento foi realizado em cinco pacientes com ICV.



Tabela 8 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (CT’s individuais de controles ¢
pacientes com ICV)

Genes CTRL 11 | CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL30 | CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 ICV8 ICV 2 ICV9 ICV 10 ICV8 ICV 2 ICV9 | ICV10ADV +
Negativo | Negativo | Negativo Negativo HCoV HCoV FluA HRV Negativo | Negativo | Negativo | Negativo FluA FluA PIV4 HCoV
Al AIM2 24,9 ND ND ND 27,3 28,6 29,8 26,0 29,0 29,4 31,5 29,5 21,9 27,3 24,0 30,4
A2 APOBEC3G 28,2 ND ND ND 32,6 29,9 33,3 29,3 36,7 ND ND 32,9 27,4 32,8 24,5 34,8
A3 ATG5 25,6 ND ND 30,2 ND 28,1 30,0 30,9 31,5 29,3 ND 30,9 24,4 ND 23,8 27,9
A4 AZ12 30,7 ND ND ND ND 32,4 ND ND ND ND ND ND 25,8 ND 27,4 34,9
A5 CARDY9 30,3 ND ND ND ND ND ND ND 32,2 ND ND ND 27,0 ND 31,7 32,0
A6 CASP1 22,0 ND ND ND 33,3 27,0 26,0 32,3 23,4 ND ND ND 20,3 32,9 21,0 29,4
A7 CASP10 30,9 ND ND ND ND 32,6 ND ND ND ND ND ND 28,0 ND 29,8 33,6
A8 CASP8 27,9 ND ND ND ND 34,4 ND ND 33,0 ND ND ND 28,4 ND 30,7 31,3
A9 CCL3 21,3 ND ND ND ND 23,1 25,3 34,2 34,6 ND ND ND 17,8 ND 19,0 27,4
A10 CCL5 27,6 ND ND ND ND 28,7 30,4 ND ND ND ND ND 23,4 ND 26,0 ND
Al1l CD40 26,4 31,1 31,1 ND 28,6 26,4 27,9 26,2 31,1 ND ND ND 24,1 29,2 22,2 29,0
Al12 CD80 25,9 ND ND ND ND 34,5 33,8 ND ND ND ND ND 26,5 ND 26,1 32,5
B1 CD86 25,9 ND ND ND 32,2 33,0 31,7 29,1 34,7 ND ND ND 24,7 31,3 23,1 31,6
B2 CHUK 25,6 ND ND ND ND 30,1 32,6 ND 27,6 ND ND ND 26,3 ND 26,1 ND
B3 CTSB 229 ND ND 30,1 ND 24,7 24,8 ND 24,6 ND ND ND 23,2 ND 18,6 27,8
B4 CTSL1 33,9 ND ND 32,8 ND 32,8 ND ND 30,0 38,2 ND ND 32,6 ND 31,2 29,6
B5 CTSS 21,1 29,7 30,7 26,5 27,8 26,0 25,4 25,8 27,1 27,9 28,8 26,4 20,0 25,3 19,1 30,9
B6 CXCL10 26,3 ND ND ND 24,4 23,1 24,0 21,9 30,0 31,7 ND 32,8 21,0 25,2 15,5 31,1
B7 CXCL11 30,8 ND 31,3 ND 29,5 26,7 29,7 26,4 ND ND ND ND 24,0 30,7 19,9 ND
B8 CXCL9 32,6 ND ND ND ND 28,2 29,2 ND 35,0 ND ND ND 22,7 ND 19,9 32,2
B9 CYLD 28,1 ND ND ND ND 30,6 33,2 ND 31,6 ND ND ND 24,5 ND 27,4 29,3
B10 DAK 28,3 ND ND ND ND 32,7 ND ND 36,5 ND ND ND 28,5 ND 30,4 30,6
B11 DDX3X 23,0 ND ND 28,6 ND 27,4 29,8 ND 24,4 ND ND ND 20,9 ND 23,0 31,6
B12 DDX58 20,7 31,7 31,3 31,8 259 ND 27,9 20,8 27,5 30,1 30,7 ND 19,0 23,8 23,4 30,5
Continua.
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Tabela 8 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (CT’s individuais de controles ¢
pacientes com ICV) (continuacao)

Genes CTRL11 | CTRL26 | CTRL33 CTRL 6 CTRL30 | CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 ICV8 ICV 2 ICV9 ICV 10 ICV8 ICV 2 ICV9 | ICV10ADV +
Negativo | Negativo | Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo | Negativo | Negativo Negativo FluA Flu A PIV4 HCoV
c1 DHX58 29,4 ND ND 23,9 31,1 28,7 34,5 26,3 ND ND ND ND 22,1 30,8 25,6 31,7
Cc2 FADD 30,1 ND ND ND 30,4 33,1 ND ND 37,0 ND ND ND 27,5 ND 29,6 31,4
Cc3 FOS 17,0 23,6 26,1 25,0 23,5 22,1 20,4 22,6 25,5 23,0 239 22,3 17,3 21,8 18,7 28,3
C4 | HSP90AA1 21,0 ND ND 27,8 ND 23,0 23,6 ND 24,2 ND ND ND 20,2 ND 18,4 28,7
C5 IFIH1 24,6 ND ND ND 26,1 27,0 28,8 24,8 29,5 30,3 30,0 30,0 19,2 26,1 21,9 31,8
cé IFNA1 ND ND ND ND ND 31,7 30,1 ND 36,1 ND ND ND 29,5 ND 27,5 28,5
c7 IFNA2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 32,9 ND 31,5 ND
c8 IFNAR1 ND ND ND ND ND ND ND ND 34,3 ND ND ND 25,5 ND 34,8 33,8
c9 IFNB1 30,5 ND ND 28,8 ND 30,2 28,7 ND 29,1 37,2 ND ND 28,6 ND 26,1 27,6
Cc10 IKBKB 27,2 ND ND ND ND 299 31,7 ND 31,2 37,1 ND ND 25,7 ND 27,2 339
C11 IL12A 30,8 ND ND ND ND 30,0 31,4 ND 32,9 ND ND 32,5 28,7 ND 28,5 28,9
Cc12 IL12B 34,6 ND ND 33,8 ND ND 34,6 ND 33,1 ND 35,9 ND 30,1 ND 33,4 28,8
D1 IL15 27,2 31,7 ND 33,7 27,1 27,1 28,4 23,9 30,3 32,3 32,5 31,7 25,5 25,8 22,8 29,7
D2 IL18 26,6 ND ND ND ND 31,8 32,2 ND 32,3 ND ND ND 23,7 ND 25,8 33,0
D3 IL1B 19,7 ND ND 29,0 ND 23,5 26,5 ND 26,2 ND ND ND 19,2 ND 20,1 30,8
D4 IL6 25,6 ND ND ND ND 32,1 34,6 ND 34,5 ND ND ND 25,6 ND 24,5 35,0
D5 IL8 15,4 22,9 23,6 21,7 21,7 24,2 18,8 24,4 21,5 21,8 21,3 19,0 17,2 20,5 18,7 29,2
D6 IRAK1 27,8 ND 30,9 ND ND 30,7 ND 30,5 36,3 ND ND 32,5 24,5 30,0 27,8 36,3
D7 IRF3 24,9 30,8 26,8 30,5 25,2 26,2 29,1 23,3 28,0 29,4 31,0 28,8 23,1 25,1 25,0 28,6
D8 IRF5 26,7 ND 30,4 ND 30,8 27,9 28,8 28,8 30,7 34,4 31,4 ND 24,9 29,1 24,4 29,6
D9 IRF7 24,3 ND ND ND ND 24,9 28,7 ND 31,9 ND ND ND 18,1 ND 23,2 ND
D10 ISG15 21,4 ND ND ND 33,3 22,2 25,9 28,9 26,1 ND ND 36,4 15,5 34,5 18,6 27,5
D11 JUN 27,4 32,8 31,3 ND 31,9 31,1 31,5 28,5 ND 33,8 32,2 30,1 24,9 29,6 25,6 33,5
D12 MAP2K1 23,6 ND ND ND ND 32,1 34,1 ND 33,2 ND ND ND 25,9 ND 26,9 33,8
Continua.
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Tabela 8 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (CT’s individuais de controles ¢
pacientes com ICV) (continuacéo)

Genes CTRL 11 | CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL30 | CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 ICV8 ICV 2 ICV9 ICV 10 ICV8 ICV 2 ICV9 | ICV10 ADV +
Negativo | Negativo | Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo | Negativo | Negativo Negativo FluA Flu A PIV4 HCoV
E1l MAP2K3 23,4 ND ND 29,7 ND 25,7 28,1 ND 30,1 ND ND ND 20,0 ND 25,0 28,5
E2 MAP3K1 26,1 ND ND ND ND 32,8 31,5 ND ND ND ND ND 26,3 ND 25,2 30,9
E3 MAP3K7 25,9 ND ND 32,3 ND 28,4 28,5 ND 29,9 ND ND ND 25,8 ND 24,0 29,9
E4 MAPK1 22,5 27,9 ND ND 28,1 26,6 26,5 27,2 27,1 27,4 29,8 26,9 23,3 26,4 22,5 28,8
E5 MAPK14 24,0 30,9 ND 30,5 30,1 28,4 27,6 29,0 31,5 29,5 30,0 29,0 21,8 27,9 24,3 30,2
E6 MAPK3 26,6 ND ND 33,9 ND 299 34,3 ND 33,2 ND ND ND 25,8 ND 28,6 31,2
E7 MAPKS8 27,0 ND ND 30,8 32,1 29,2 31,4 29,8 ND 31,7 ND 32,4 25,2 31,3 25,7 ND
E8 MAVS 28,9 ND 31,9 ND 31,7 28,2 ND 30,1 ND ND ND ND 27,5 32,1 27,5 29,8
E9 MEFV 28,3 ND ND ND 33,6 32,2 33,5 29,9 ND ND ND 32,9 21,8 31,7 28,8 ND
E10 MX1 23,2 29,1 29,5 339 24,8 25,4 28,1 21,3 31,5 30,1 29,0 27,7 19,4 23,7 20,7 28,6
E11 MYD88 22,9 ND ND 34,1 ND 26,0 27,0 ND 29,2 ND ND ND 20,7 ND 22,0 28,7
E12 NFKB1 19,4 ND ND 30,6 ND 26,4 27,2 ND 25,1 ND ND ND 20,9 ND 21,7 29,3
F1 NFKBIA 19,0 ND ND 24,8 ND 23,8 24,6 ND 22,5 ND ND 35,9 16,9 ND 19,4 29,1
F2 NLRP3 25,1 31,5 31,3 29,7 28,8 30,0 29,6 29,3 ND 31,8 31,5 27,7 24,6 27,2 24,6 30,7
F3 NOD2 25,4 ND ND 31,0 ND 29,8 28,3 ND 25,0 ND ND ND 24,0 ND 24,3 ND
F4 0AS2 28,8 ND ND ND 33,5 28,0 31,0 289 ND ND ND ND 21,4 31,6 24,4 31,8
F5 PIN1 24,1 ND ND 32,2 ND 25,4 31,7 ND 28,0 ND ND ND 24,8 ND 23,2 29,6
F6 PSTPIP1 23,0 28,2 30,9 ND 25,0 26,8 26,4 24,2 30,1 259 26,9 259 21,5 24,5 23,7 27,6
F7 PYCARD 22,3 28,1 28,8 ND 27,5 25,8 28,3 24,6 26,8 28,9 28,0 29,0 20,8 25,4 22,4 28,2
F8 PYDC1 34,3 ND ND ND 31,7 ND ND ND 31,4 ND ND ND 34,5 ND ND 31,8
F9 RELA 22,9 28,9 29,7 29,8 26,8 22,3 25,5 25,3 30,0 26,3 28,0 27,1 17,4 25,9 20,6 25,8
F10 RIPK1 27,9 ND ND ND ND 29,7 32,9 ND ND ND ND ND 24,6 ND 27,0 30,9
F11 SPP1 22,4 30,4 29,1 ND 27,7 25,4 24,8 28,2 31,8 ND 31,1 29,0 21,2 26,7 21,4 29,5
F12 STAT1 18,0 ND ND 29,7 ND 22,5 24,7 ND 28,7 37,2 ND ND 17,3 ND 19,4 27,9
Continua.
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Tabela 8 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (CT’s individuais de controles ¢

pacientes com ICV) (concluséo)

Genes CTRL11 | CTRL26 | CTRL33 CTRL 6 CTRL30 | CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 ICV 8 ICV 2 ICV9 ICV 10 ICV8 ICV 2 ICV9 | ICV10ADV +
Negativo | Negativo | Negativo Negativo HCoV HCoV FluA HRV Negativo | Negativo | Negativo | Negativo FluA FluA PIV4 HCoV
G1 SUGT1 29,2 ND ND ND 28,4 ND 32,3 26,3 30,9 34,1 32,8 ND 25,9 29,8 26,0 32,0
G2 TBK1 24,7 30,2 29,3 31,5 26,1 29,7 29,9 25,6 29,6 29,9 30,9 28,8 25,6 25,2 24,2 32,2
G3 TICAM1 25,2 ND ND 31,2 ND 28,0 29,9 28,5 31,9 30,4 35,0 30,3 23,5 28,7 24,9 29,3
G4 TLR3 31,2 33,0 ND 33,4 30,0 29,8 31,1 ND ND ND ND ND 29,6 31,6 28,9 33,2
G5 TLR7 31,2 ND ND ND ND 33,3 ND 31,1 ND ND ND ND 29,5 ND 26,8 ND
G6 TLR8 25,3 ND ND 32,8 30,5 31,8 34,7 29,8 32,0 ND ND 30,5 24,8 30,3 24,6 ND
G7 TLR9 30,9 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 31,0 ND 33,1 34,9
G8 TNF 21,5 ND ND 31,3 ND 23,9 26,1 34,7 24,6 ND ND ND 17,4 ND 19,3 26,5
G9 TRADD 26,1 ND ND 33,3 ND ND 31,6 ND ND ND ND ND 22,6 ND 25,0 34,5
G10 | TRAF3 23,4 30,3 28,6 ND 27,3 25,2 26,1 27,6 29,6 28,4 31,3 28,0 19,9 26,8 22,2 26,9
G11 TRAF6 26,9 ND ND ND ND 31,6 33,6 ND ND ND ND ND 25,8 ND 27,1 32,2
G12 | TRIM25 17,9 28,3 29,7 33,1 27,2 26,8 27,1 24,7 28,0 27,9 29,4 25,3 21,7 24,3 22,3 31,1
H1 ACTB 16,1 26,0 27,4 2AL2 22,3 21,6 20,2 21,8 24,4 22,8 23,8 22,0 15,0 20,9 15,4 27,5
H2 B2M 30,4 ND ND ND ND 32,1 34,0 ND 34,6 ND ND ND 25,8 ND 26,8 32,3
H3 GAPDH 22,4 ND ND 29,3 ND 23,7 27,7 ND 28,0 36,0 ND ND 21,0 ND 22,8 273
H4 HPRT1 20,7 ND ND 29,0 ND 24,9 26,4 ND 25,1 ND ND ND 20,5 ND 20,6 ND
H5 RPLPO 18,7 ND ND 26,6 ND 23,9 24,2 ND 26,0 36,6 ND ND 16,6 34,8 17,8 31,7
Hé6 HGDC 31,4 ND ND ND ND ND 30,6 ND 32,8 ND 32,4 ND 29,5 ND 33,6 ND
H7 RTC 31,6 23,3 23,2 31,5 23,6 30,9 30,9 23,7 33,2 22,6 23,8 23,5 24,4 24,0 31,5 33,4
H8 RTC 30,9 23,3 23,3 29,4 23,7 27,8 30,9 23,6 33,4 22,6 24,0 23,5 24,3 23,9 31,3 327
H9 RTC 31,7 23,4 23,4 30,4 23,6 29,8 30,8 23,7 ND 22,6 23,8 23,4 24,4 23,8 31,2 32,6
H10 PPC 19,1 18,9 19,3 18,7 19,7 19,2 19,5 19,6 19,2 17,6 19,9 19,1 20,2 19,6 19,7 18,6
H11 PPC 19,8 19,1 19,6 18,9 19,6 ND 19,3 19,6 19,7 18,4 19,7 18,9 20,5 19,6 19,8 18,6
H12 PPC 15,7 19,8 20,1 18,8 19,5 18,8 20,1 19,7 19,5 18,6 20,4 20,0 20,4 20,1 19,7 18,6
Notas:

rt-PCR: PCR em tempo real; CT: Cycle threshold; ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel; CTRL: Individuos controle.
Negativo: Auséncia de virus; HCoV: Coronavirus; Flu A: Influenza A; HRV: Rinovirus; PIV4: Parainfluenza 4; ADV: Adenovirus.
ND: Néo detectével.
Cor Rosa - Genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral.
Cor amarela - Genes housekeeping.

Cor Verde - HGDC: controle de contaminacdo de DNA gendmico; RTC: controles de atividade da transcri¢do reversa; PPC: controles positivos de amplificacdo PCR.
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Tabela 9 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta CT’s individuais de controles e

pacientes com ICV com os calculos de média e desvio padrao dos Delta CT’s)

Genes CTRL11 | CTRL26 | CTRL33 | CTRL6 | CTRL30 | CTRL11 | CTRL26 | CTRL ICV8 ICV 2 ICV9 ICV10 | ICV8 | ICV2 | ICVI | ICVI0ADV |\ | [
Negativo | Negativo | Negativo | Negativo HCoV HCoV FluA 33 HRV | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | FluA | FluA | PIV4 +HCoV
Al AIM2 5,4 NA NA NA 5,0 5,1 5,2 42 3,1 6,6 7,7 75 3,6 -0,6 4,9 1,3 46 | 2,33
A2 | APOBEC3G 8,7 NA NA NA 10,3 6,4 8,7 7,5 NA NA NA 10,9 9,1 4,9 5,4 5,7 7,8 | 2,10
A3 ATG5 6,1 NA NA 2,9 NA 4,6 54 91 56 6,5 NA 89 6,1 NA 4,7 -1,2 53 2,82
A4 AZI2 11,2 NA NA NA NA 8,9 NA NA NA NA NA NA 7,5 NA 83 58 83 1,97
A5 CARDY9 10,8 NA NA NA NA NA NA NA 6,3 NA NA NA 8,7 NA 12,6 2,9 8,2 3,82
A6 CASP1 2,5 NA NA NA 11,0 3,5 1,4 10,5 -2,5 NA NA NA 2,0 5,0 19 0,3 3,6 4,26
A7 CASP10 11,4 NA NA NA NA 91 NA NA NA NA NA NA 9,7 NA 10,7 4,5 9,1 2,70
A8 CASP8 8,4 NA NA NA NA 10,9 NA NA 7,1 NA NA NA 10,1 NA 11,6 2,2 8,4 3,46
A9 CCL3 1,8 NA NA NA NA -0,4 0,7 12,4 8,7 NA NA NA -0,5 NA -0,1 -1,7 2,6 5,09
A10 CCL5 8,1 NA NA NA NA 5,2 5,8 NA NA NA NA NA 51 NA 6,9 NA 6,2 1,28
Al11 CD40 6,9 51 3,7 NA 6,3 2,9 3,3 4,4 52 NA NA NA 58 1,3 31 -0,1 4,0 2,06
A12 CD80 6,4 NA NA NA NA 11,0 9,2 NA NA NA NA NA 8,2 NA 7,0 3,4 7,5 2,62
B1 CD86 6,4 NA NA NA 9,9 9,5 7,1 7,3 8,8 NA NA NA 6,4 3,4 4,0 2,5 6,5 2,56
B2 CHUK 6,1 NA NA NA NA 6,6 8,0 NA 1,7 NA NA NA 8,0 NA 7,0 NA 62 | 2,33
B3 CTSB 3,4 NA NA 2,8 NA 1,2 0,2 NA -1,3 NA NA NA 4,9 NA -0,5 -1,3 1,2 2,30
B4 CTSL1 14,4 NA NA 5,5 NA 9,3 NA NA 4,1 NA NA NA 14,3 NA 12,1 0,5 8,6 5,39
B5 CTSS 1,6 3,7 3,3 -0,8 5,5 2,5 0,8 4,0 1,2 51 5,0 4,4 1,7 -2,6 0,0 1,8 2,3 2,29
B6 CXCL10 6,8 NA NA NA 2,1 -0,4 -0,6 0,1 4,1 8,9 NA 10,8 2,7 -2,7 -3,6 2,0 2,5 4,46
B7 CXCL11 11,3 NA 39 NA 7,2 3,2 51 4,6 NA NA NA NA 57 2,8 0,8 NA 5,0 3,02
B8 CXCL9 13,1 NA NA NA NA 4,7 4,6 NA NA NA NA NA 4,4 NA 0,8 3,1 51 4,20
B9 CYLD 8,6 NA NA NA NA 7,1 8,6 NA 57 NA NA NA 6,2 NA 8,3 0,2 6,4 2,96
B10 DAK 8,8 NA NA NA NA 9,2 NA NA NA NA NA NA 10,2 NA 11,3 1,5 8,2 3,86
B11 DDX3X 3,5 NA NA 1,3 NA 3,9 5,2 NA -1,5 NA NA NA 2,6 NA 3,9 2,5 2,7 | 2,06
B12 DDX58 1,2 5,7 39 4,5 3,6 NA 3,3 -1,0 1,6 7,3 6,9 NA 0,7 -4,1 4,3 1,4 2,8 3,10
Continua.
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Tabela 9 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta CT’s individuais de controles e
pacientes com ICV com os calculos de média e desvio padrao dos Delta CT’s) (continuagdo)

CTRL 11

CTRL 26

CTRL 33

CTRL 6

CTRL 30

CTRL 11

CTRL 26

CTRL 33

ICV8

ICV 2

ICV9

ICV10

ICV8

ICV 2

ICV9

ICV 10 ADV

SIS Negativo | Negativo | Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | FluA | FluA | PIV4 +HCoV e
C1 DHX58 9,9 NA NA -3,4 8,8 5,2 9,9 4,5 NA NA NA NA 3,8 2,9 6,5 2,6 51 4,03
C2 FADD 10,6 NA NA NA 8,1 9,6 NA NA NA NA NA NA 9,2 NA 10,5 2,3 8,4 3,11
C3 FOS -2,5 -2,4 -1,3 -2,3 1,2 -1,4 -4,2 0,8 -0,4 0,2 0,1 0,3 -1,0 -6,1 -0,4 -0,8 -1,3 191
C4 HSP‘iOAA 1,5 NA NA 0,5 NA -0,5 -1,0 NA -1,7 NA NA NA 1,9 NA -0,7 -0,4 -0,1 1,24
C5 IFIH1 51 NA NA NA 3,8 3,5 4,2 3,0 3,6 7,5 6,2 8,0 0,9 -1,8 2,8 2,7 3,8 2,60
Ccé6 IFNA1 NA NA NA NA NA 8,2 5,5 NA NA NA NA NA 11,2 NA 8,4 -0,6 6,5 4,47
C7 IFNA2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 14,6 NA 12,4 NA 13,5 1,60
C8 IFNAR1 NA NA NA NA NA NA NA NA 8,4 NA NA NA 7,2 NA 15,7 4,7 9,0 4,76
c9 IFNB1 11,0 NA NA 1,5 NA 6,7 4,1 NA 3,2 NA NA NA 10,3 NA 7,0 -1,5 53 4,30
C10 | IKBKB 7,7 NA NA NA NA 6,4 7,1 NA 5,3 NA NA NA 7,4 NA 8,1 4,8 6,7 1,26
C11 IL12A 11,3 NA NA NA NA 6,5 6,8 NA 7,0 NA NA 10,5 10,4 NA 9,4 -0,2 7,7 3,72
C12 IL12B 15,1 NA NA 6,5 NA NA 10,0 NA 7,2 NA NA NA 11,8 NA 14,3 -0,3 9,2 5,32
D1 IL15 7,7 5,7 NA 6,4 4,8 3,6 3,8 2,1 4,4 9,5 8,7 9,7 7,2 -2,1 3,7 0,6 51 3,32
D2 IL18 7,1 NA NA NA NA 8,3 7,6 NA 6,4 NA NA NA 5,4 NA 6,7 3,9 6,5 1,48
D3 IL1B 0,2 NA NA 1,7 NA 0,0 19 NA 0,3 NA NA NA 0,9 NA 1,0 1,7 0,9 0,75
D4 IL6 6,1 NA NA NA NA 8,6 10,0 NA 8,6 NA NA NA 7,3 NA 5,4 5,9 7,4 1,71
D5 IL8 -4,1 -3,1 -3,8 -5,6 -0,6 0,7 -5,8 2,6 -4,4 -1,0 -2,5 -3,0 -1,1 -7,4 -0,4 0,1 -2,5 2,68
D6 IRAK1 8,3 NA 3,5 NA NA 7,2 NA 8,7 NA NA NA 10,5 6,2 2,1 8,7 7,2 7,0 2,65
D7 IRF3 5,4 4,8 -0,6 3,2 2,9 2,7 4,5 1,5 2,1 6,6 7,2 6,8 4,8 -2,8 5,9 -0,5 3,4 2,93
D8 IRF5 7,2 NA 3,0 NA 8,5 4,4 4,2 7,0 4,8 11,6 7,6 NA 6,6 1,2 53 0,5 5,5 3,05
D9 IRF7 4,8 NA NA NA NA 1,4 4,1 NA 6,0 NA NA NA -0,2 NA 4,1 NA 3,4 2,31
D10 | ISG15 1,9 NA NA NA 11,0 -1,3 1,3 71 0,2 NA NA NA -2,8 6,6 -0,5 -1,6 22 | 452
D11 JUN 7,9 6,8 3,9 NA 9,6 7,6 6,9 6,7 NA 11,0 8,4 8,1 6,6 1,7 6,5 4,4 6,9 2,35
D12 | MAP2K1 4,1 NA NA NA NA 8,6 9,5 NA 7,3 NA NA NA 7,6 NA 7,8 4,7 7,1 1,98

Continua.
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Tabela 9 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta CT’s individuais de controles ¢
pacientes com ICV com os calculos de média e desvio padrao dos Delta CT’s) (continuagdo)

Genes CTRL 11 CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL 30 CTRL 11 CTRL26 | CTRL 33 ICV8 Icv 2 ICV9 ICV10 ICV8 | ICV2 | ICV9 | ICV10ADV Média DP
Negativo Negativo Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo Negativo Negativo | Negativo | FluA | FluA PIV4 +HCoV
E1 | MAP2K3 3,9 NA NA 2,4 NA 2,2 3,5 NA 4,2 NA NA NA 1,7 NA 5,9 -0,6 29 1,97
E2 | MAP3K1 6,6 NA NA NA NA 9,3 6,9 NA NA NA NA NA 8,0 NA 6,1 1,8 6,5 2,54
E3 | MAP3K7 6,4 NA NA 5,0 NA 4,9 3,9 NA 4,0 NA NA NA 7,5 NA 4,9 0,8 4,7 1,97
E4 | MAPK1 3,0 1,9 NA NA 5,8 3,1 1,9 5,4 1,2 4,6 6,0 4,9 5,0 -1,5 3,4 -0,3 3,2 2,30
E5 | MAPK14 4,5 4,9 NA 3,2 7,8 4,9 3,0 7,2 5,6 6,7 6,2 7,0 3,5 0,0 5,2 1,1 4,7 2,25
E6 | MAPK3 7,1 NA NA 6,6 NA 6,4 9,7 NA 7,3 NA NA NA 7,5 NA 9,5 2,1 7,0 2,34
E7 | MAPKS8 7,5 NA NA 3,5 9,8 5,7 6,8 8,0 NA 8,9 NA 10,4 6,9 3,4 6,6 NA 7,0 2,27
E8 MAVS 9,4 NA 4,5 NA 9,4 4,7 NA 8,3 NA NA NA NA 9,2 4,2 8,4 0,7 6,5 3,11
E9 MEFV 8,8 NA NA NA 11,3 8,7 8,9 8,1 NA NA NA 10,9 3,5 3,8 9,7 NA 8,2 2,79
E10 MX1 3,7 3,1 2,1 6,6 2,5 19 3,5 -0,5 5,6 7,3 5,2 5,7 1,1 -4,2 1,6 -0,5 2,8 2,99
E11 | MYD88 3,4 NA NA 6,8 NA 2,5 2,4 NA 3,3 NA NA NA 2,4 NA 2,9 -0,4 2,9 1,98
E12 | NFKB1 -0,1 NA NA 3,3 NA 2,9 2,6 NA -0,8 NA NA NA 2,6 NA 2,6 0,2 1,7 1,61
F1 | NFKBIA -0,5 NA NA -2,5 NA 0,3 0,0 NA -3,4 NA NA NA -1,4 NA 0,3 0,0 -0,9 1,40
F2 NLRP3 5,6 5,5 3,9 2,4 6,5 6,5 5,0 7,5 NA 9,0 7,7 5,7 6,3 -0,7 5,5 1,6 5,2 2,51
F3 NOD2 5,9 NA NA 3,7 NA 6,3 3,7 NA -0,9 NA NA NA 5,7 NA 5,2 NA 4,2 2,49
F4 0AS2 9,3 NA NA NA 11,2 4,5 6,4 7,1 NA NA NA NA 3,1 3,7 53 2,7 5,9 2,88
F5 PIN1 4,6 NA NA 4,9 NA 1,9 7,1 NA 2,1 NA NA NA 6,5 NA 4,1 0,5 3,9 2,30
F6 | PSTPIP1 3,5 2,2 3,5 NA 2,7 3,3 1,8 2,4 4,2 3,1 3,1 3,9 3,2 -3,4 4,6 -1,5 2,4 2,15
F7 | PYCARD 2,8 2,1 1,4 NA 5,2 2,3 3,7 2,8 0,9 6,1 4,2 7,0 2,5 -2,5 3,3 -0,9 2,7 2,48
F8 PYDC1 14,8 NA NA NA 9,4 NA NA NA 5,5 NA NA NA 16,2 NA NA 2,7 9,7 5,79
F9 RELA 3,4 2,9 2,3 2,5 4,5 -1,2 0,9 3,5 4,1 3,5 4,2 5,1 -0,9 -2,0 1,5 -3,3 1,9 2,54
F10 | RIPK1 8,4 NA NA NA NA 6,2 8,3 NA NA NA NA NA 6,3 NA 7,9 1,8 6,5 2,50
F11 SPP1 2,9 4,4 1,7 NA 5,4 19 0,2 6,4 5,9 NA 7,3 7,0 2,9 -1,2 2,3 0,4 3,4 2,72
F12 | STAT1 -1,5 NA NA 2,4 NA -1,0 0,1 NA 2,8 NA NA NA -1,0 NA 0,3 -1,2 0,1 1,68
Continua.
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Tabela 9 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta CT’s individuais de controles ¢

pacientes com ICV com os calculos de média e desvio padréo dos Delta CT’s) (concluséo)

Genes CTRL 11 CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL 30 CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 Icvs Icv 2 ICV9 ICV 10 ICV8 | ICV2 ICV9 ICV 10 ADV Média DP
Negativo Negativo Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo Negativo Negativo Negativo FluA | FluA PIV4 +HCoV

G1 SUGT1 9,7 NA NA NA 6,1 NA 7,7 4,5 5,0 11,3 9,0 NA 7,6 19 6,9 2,9 6,6 2,90
G2 TBK1 5,2 4,2 1,9 4,2 3,8 6,2 5,3 3,8 3,7 7,1 7,1 6,8 7,3 -2,7 5,1 3,1 4,5 2,50
G3 TICAM1 5,7 NA NA 3,9 NA 4,5 5,3 6,7 6,0 7,6 11,2 8,3 5,2 0,8 5,8 0,2 5,5 2,89
G4 TLR3 11,7 7,0 NA 6,1 7,7 6,3 6,5 NA NA NA NA NA 11,3 3,7 9,8 4,1 7,4 2,75
G5 TLR7 11,7 NA NA NA NA 9,8 NA 9,3 NA NA NA NA 11,2 NA 7,7 NA 9,9 1,57
G6 TLR8 5,8 NA NA 5,5 8,2 8,3 10,1 8,0 6,1 NA NA 8,5 6,5 2,4 5,5 NA 6,8 2,09
G7 TLR9 11,4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 12,7 NA 14,0 5,8 11,0 3,60
G8 TNF 2,0 NA NA 4,0 NA 0,4 1,5 12,9 -1,3 NA NA NA -0,9 NA 0,2 -2,6 1,8 4,62
G9 TRADD 6,6 NA NA 6,0 NA NA 7,0 NA NA NA NA NA 4,3 NA 59 5,4 5,9 0,95
G10 TRAF3 3,9 4,3 1,2 NA 5,0 1,7 1,5 5,8 3,7 5,6 7,5 6,0 1,6 -1,1 31 -2,2 3,2 2,71
G11 TRAF6 7,4 NA NA NA NA 8,1 9,0 NA NA NA NA NA 7,5 NA 8,0 3,1 7,2 2,08
G12 | TRIM25 -1,6 2,3 2,3 5,8 4,9 3,3 2,5 2,9 2,1 5,1 5,6 3,3 3,4 -3,6 3,2 2,0 2,7 2,45
H1 ACTB 16,1 26,0 27,4 24,2 22,3 21,6 20,2 21,8 24,4 22,8 23,8 22,0 15,0 20,9 15,4 27,5
H3 GAPDH 22,4 NA NA 29,3 NA 23,7 27,7 NA 28,0 NA NA NA 21,0 NA 22,8 27,9
H4 HPRT1 20,7 NA NA 29,0 NA 24,9 26,4 NA 25,1 NA NA NA 20,5 NA 20,6 NA
H5 RPLPO 18,7 NA NA 26,6 NA 23,9 24,2 NA 26,0 NA NA NA 16,6 34,8 17,8 31,7

Notas:

rt-PCR: PCR em tempo real; CT: Cycle threshold; ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel; CTRL: Individuos controle; DP: Desvio Padrao.
Delta CT = CT — média dos HKGs (genes housekeeping).

Negativo: Auséncia de virus; HCoV: Coronavirus; Flu A: Influenza A; HRV: Rinovirus; PIV4: Parainfluenza 4; ADV: Adenovirus.
NA: Nao aplicavel.
Cor Rosa - Genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral.

Cor amarela - Genes housekeeping.
Cor Verde — Média dos genes housekeeping (ACTB + GAPDH + HPRT1 + RPLPO0 / 4). B2M foi excluida do calculo da média por ter sido indetectavel ou por ter
apresentado valores de CT elevados.
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Tabela 10 — Analise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta CT’s normalizados de controles

e pacientes com ICV)

Genes CTRL 11 CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL30 | CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 Icvse Icv2 Icvo ICV 10 ICV8 | ICV2 | v g pryg | ICV10ADV
Negativo | Negativo Negativo Negativo HCoV HCoV FluA HRV Negativo | Negativo | Negativo Negativo | FluA | FluA +HCoV
AIM2 0,37 NA NA NA 0,19 0,24 0,29 -0,15 -0,61 0,88 1,36 1,29 -0,39 | -2,21 0,15 -1,41
APOBEC3G 0,43 NA NA NA 1,21 -0,63 0,42 -0,13 NA NA NA 1,51 0,65 -1,35 -1,14 -0,96
ATG5 0,28 NA NA -0,87 NA -0,28 0,01 1,34 0,10 0,41 NA 1,25 0,28 NA -0,22 -2,33
AZI2 1,43 NA NA NA NA 0,31 NA NA NA NA NA NA -0,44 NA -0,01 -1,29
CARD9 0,67 NA NA NA NA NA NA NA -0,52 NA NA NA 0,13 NA 1,13 -1,41
CASP1 -0,26 NA NA NA 1,74 -0,03 -0,51 1,63 -1,41 NA NA NA -0,36 | 0,34 -0,38 -0,76
CASP10 0,84 NA NA NA NA 0,02 NA NA NA NA NA NA 0,22 NA 0,61 -1,69
CASP8 0,01 NA NA NA NA 0,73 NA NA -0,38 NA NA NA 0,49 NA 0,94 -1,79
CCL3 -0,16 NA NA NA NA -0,59 -0,38 1,92 1,19 NA NA NA -0,60 NA -0,53 -0,86
CCL5 1,47 NA NA NA NA -0,80 -0,31 NA NA NA NA NA -0,90 NA 0,53 NA
CD40 1,43 0,54 -0,13 NA 1,11 -0,52 -0,35 0,21 0,57 NA NA NA 0,88 -1,30 -0,43 -2,00
CD80 -0,43 NA NA NA NA 1,33 0,64 NA NA NA NA NA 0,27 NA -0,21 -1,59
CD86 -0,05 NA NA NA 1,32 1,17 0,21 0,31 0,90 NA NA NA -0,06 | -1,22 -1,00 -1,57
CHUK -0,06 NA NA NA NA 0,16 0,76 NA -1,93 NA NA NA 0,75 NA 0,33 NA
CTSB 0,95 NA NA 0,71 NA 0,01 -0,41 NA -1,06 NA NA NA 1,61 NA -0,72 -1,09
CTSL1 1,08 NA NA -0,57 NA 0,13 NA NA -0,84 NA NA NA 1,06 NA 0,65 -1,50
CTSS -0,31 0,62 0,43 -1,37 1,39 0,07 -0,64 0,72 -0,50 1,22 1,15 0,89 -0,29 | -2,13 -1,03 -0,22
CXCL10 0,96 NA NA NA -0,09 -0,66 -0,70 -0,53 0,34 1,43 NA 1,86 0,05 -1,17 -1,36 -0,11
CXCL11 2,11 NA -0,35 NA 0,75 -0,57 0,04 -0,13 NA NA NA NA 0,25 -0,71 -1,39 NA
CXCL9 1,91 NA NA NA NA -0,09 -0,13 NA NA NA NA NA -0,18 NA -1,04 -0,47
CYLD 0,75 NA NA NA NA 0,25 0,74 NA -0,24 NA NA NA -0,07 NA 0,65 -2,08
DAK 0,15 NA NA NA NA 0,25 NA NA NA NA NA NA 0,52 NA 0,80 -1,73
DDX3X 0,39 NA NA -0,66 NA 0,62 1,23 NA -2,04 NA NA NA -0,04 NA 0,59 -0,10
DDX58 -0,51 0,93 0,36 0,53 0,26 NA 0,16 -1,24 -0,38 1,43 1,32 NA -0,67 | -2,23 0,48 -0,45
Continua.
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Tabela 10 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta CT’s normalizados de controles
e pacientes com ICV) (continuagao)

Genes CTRL 11 CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL 30 CTRL11 | CTRL26 | CTRL 33 ICV 8 ICV 2 ICV 9 ICV 10 ICV8 | ICV2 ICV 9 PIV4 ICV 10 ADV
Negativo Negativo Negativo Negativo HCoV HCoV FluA HRV Negativo | Negativo | Negativo Negativo FluA | FluA +HCoV
DHX58 1,19 NA NA -2,10 0,93 0,03 1,19 -0,14 NA NA NA NA -0,31 | -0,54 0,35 -0,60
FADD 0,72 NA NA NA -0,09 0,39 NA NA NA NA NA NA 0,25 NA 0,69 -1,95
FOS -0,62 -0,61 -0,04 -0,54 1,31 -0,07 -1,55 1,10 0,44 0,74 0,71 0,82 0,15 -2,53 0,44 0,25
HSP‘iOAA 1,22 NA NA 0,47 NA -0,37 -0,80 NA -1,32 NA NA NA 1,57 NA -0,52 -0,25
IFIH1 0,51 NA NA NA -0,02 -0,11 0,15 -0,30 -0,09 1,41 0,93 1,60 -1,10 | -2,16 -0,39 -0,44
IFNA1 NA NA NA NA NA 0,36 -0,22 NA NA NA NA NA 1,05 NA 0,41 -1,60
IFNA2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,71 NA -0,71 NA
IFNAR1 NA NA NA NA NA NA NA NA -0,13 NA NA NA -0,38 NA 1,42 -0,91
IFNB1 1,33 NA NA -0,88 NA 0,33 -0,28 NA -0,48 NA NA NA 1,18 NA 0,40 -1,58
IKBKB 0,85 NA NA NA NA -0,26 0,33 NA -1,12 NA NA NA 0,54 NA 1,15 -1,49
IL12A 0,97 NA NA NA NA -0,32 -0,24 NA -0,19 NA NA 0,75 0,72 NA 0,45 -2,14
IL12B 1,10 NA NA -0,51 NA NA 0,15 NA -0,39 NA NA NA 0,49 NA 0,95 -1,79
IL15 0,81 0,20 NA 0,42 -0,07 -0,43 -0,37 -0,91 -0,20 1,33 1,09 1,40 0,65 -2,15 -0,41 -1,35
IL18 0,46 NA NA NA NA 1,21 0,79 NA -0,07 NA NA NA -0,74 NA 0,13 -1,77
IL1B -1,03 NA NA 1,01 NA -1,29 1,20 NA -0,87 NA NA NA -0,12 NA 0,07 1,02
IL6 -0,76 NA NA NA NA 0,69 1,53 NA 0,67 NA NA NA -0,08 NA -1,16 -0,89
IL8 -0,60 -0,22 -0,51 -1,15 0,70 1,18 -1,24 1,88 -0,72 0,53 -0,01 -0,21 0,49 -1,86 0,75 0,97
IRAK1 0,51 NA -1,29 NA NA 0,11 NA 0,67 NA NA NA 1,33 -0,27 | -1,82 0,67 0,08
IRF3 0,68 0,47 -1,38 -0,07 -0,16 -0,24 0,39 -0,65 -0,45 1,09 1,30 1,17 0,49 -2,13 0,84 -1,34
IRF5 0,56 NA -0,84 NA 0,97 -0,38 -0,45 0,49 -0,25 2,01 0,69 NA 0,34 -1,43 -0,07 -1,64
IRF7 0,60 NA NA NA NA -0,85 0,33 NA 1,14 NA NA NA -1,55 NA 0,33 NA
ISG15 -0,07 NA NA NA 1,94 -0,77 -0,20 1,09 -0,45 NA NA NA -1,10 | 0,97 -0,59 -0,83
JUN 0,45 -0,01 -1,26 NA 1,17 0,30 0,02 -0,06 NA 1,75 0,64 0,54 -0,13 | -2,21 -0,15 -1,06
MAP2K1 -1,53 NA NA NA NA 0,76 1,20 NA 0,11 NA NA NA 0,28 NA 0,38 -1,19
Continua.
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Tabela 10 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata ¢ adaptativa antiviral (Delta CT’s normalizados de controles
e pacientes com ICV) (continuagao)

Genes CTRL 11 CTRL 26 CTRL 33 CTRL 6 CTRL 30 CTRL 11 CTRL26 | CTRL 33 ICV 8 ICV 2 ICV9 ICV 10 ICV8Flu | ICV2Flu | ICV9 ICV 10 ADV
Negativo Negativo Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo | Negativo | Negativo | Negativo A A PIV4 +HCoV
MAP2K3 0,49 NA NA -0,26 NA -0,37 0,33 NA 0,68 NA NA NA -0,62 NA 1,54 -1,79
MAP3K1 0,06 NA NA NA NA 1,13 0,17 NA NA NA NA NA 0,60 NA -0,13 -1,82
MAP3K7 0,88 NA NA 0,18 NA 0,12 -0,42 NA -0,35 NA NA NA 1,42 NA 0,13 -1,97
MAPK1 -0,07 -0,56 NA NA 1,15 -0,04 -0,56 0,96 -0,84 0,63 1,22 0,73 0,80 -2,01 0,11 -1,51
MAPK14 -0,10 0,10 NA -0,69 1,39 0,06 -0,77 1,11 0,39 0,88 0,66 1,01 -0,53 -2,10 0,21 -1,63
MAPK3 0,01 NA NA -0,18 NA -0,26 1,16 NA 0,10 NA NA NA 0,18 NA 1,07 -2,09
MAPKS8 0,19 NA NA -1,57 1,22 -0,59 -0,13 0,43 NA 0,82 NA 1,48 -0,06 -1,60 -0,19 NA
MAVS 0,91 NA -0,65 NA 0,92 -0,60 NA 0,56 NA NA NA NA 0,87 -0,73 0,61 -1,89
MEFV 0,23 NA NA NA 1,13 0,19 0,24 -0,03 NA NA NA 0,96 -1,69 -1,58 0,55 NA
MX1 0,31 0,10 -0,24 1,26 -0,08 -0,31 0,23 -1,09 0,93 1,51 0,80 0,98 -0,55 -2,34 -0,41 -1,09
MYD88 0,24 NA NA 1,98 NA -0,19 -0,26 NA 0,18 NA NA NA -0,28 NA 0,00 -1,67
NFKB1 -1,12 NA NA 1,03 NA 0,77 0,58 NA -1,52 NA NA NA 0,58 NA 0,57 -0,89
NFKBIA 0,26 NA NA -1,15 NA 0,87 0,66 NA -1,76 NA NA NA -0,38 NA 0,85 0,65
NLRP3 0,15 0,11 -0,50 -1,13 0,54 0,54 -0,09 0,91 NA 1,51 1,00 0,19 0,43 -2,33 0,11 -1,44
NOD2 0,66 NA NA -0,21 NA 0,83 -0,21 NA -2,07 NA NA NA 0,60 NA 0,39 NA
0AS2 1,17 NA NA NA 1,82 -0,50 0,16 0,42 NA NA NA NA -0,98 -0,76 -0,21 -1,12
PIN1 0,28 NA NA 0,42 NA -0,90 1,35 NA -0,82 NA NA NA 1,10 NA 0,05 -1,49
PSTPIP1 0,52 -0,11 0,51 NA 0,10 0,38 -0,28 -0,03 0,81 0,32 0,30 0,69 0,34 -2,72 1,01 -1,83
PYCARD 0,04 -0,25 -0,56 NA 0,99 -0,16 0,39 0,04 -0,74 1,37 0,59 1,73 -0,08 -2,11 0,23 -1,48
PYDC1 0,88 NA NA NA -0,05 NA NA NA -0,73 NA NA NA 1,11 NA NA -1,21
RELA 0,56 0,37 0,16 0,24 1,00 -1,23 -0,40 0,62 0,85 0,60 0,90 1,25 -1,12 -1,55 -0,18 -2,07
RIPK1 0,77 NA NA NA NA -0,11 0,72 NA NA NA NA NA -0,08 NA 0,58 -1,88
SPP1 -0,20 0,38 -0,63 NA 0,76 -0,55 -1,16 1,10 0,92 NA 1,43 1,34 -0,18 -1,69 -0,41 -1,11
STAT1 -0,96 NA NA 1,39 NA -0,68 -0,03 NA 1,62 NA NA NA -0,64 NA 0,09 -0,79
Continua.
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Tabela 10 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata ¢ adaptativa antiviral (Delta CT’s normalizados de controles
e pacientes com ICV) (concluséo)

Genes CTRL _11 CTRL _26 CTRL _33 CTRL_ 6 CTRL 30 CTRL 11 CTRL 26 CTRL 33 Icv 8 Icv 2 lCV? Icv 1_0 ICV8FluA | ICV2FluA ICV9 ICV 10 ADV
Negativo Negativo Negativo Negativo HCoV HCoV Flu A HRV Negativo Negativo Negativo Negativo PIV4 +HCoV
SUGT1 1,06 NA NA NA -0,19 NA 0,39 -0,74 -0,54 1,63 0,84 NA 0,35 -1,64 0,11 -1,29
TBK1 0,26 -0,14 -1,04 -0,12 -0,27 0,68 0,33 -0,27 -0,31 1,04 1,05 0,93 1,10 -2,88 0,22 -0,59
TICAM1 0,09 NA NA -0,55 NA -0,32 -0,07 0,41 0,19 0,72 1,98 0,98 -0,11 -1,62 0,13 -1,82
TLR3 1,55 -0,13 NA -0,48 0,09 -0,40 -0,33 NA NA NA NA NA 1,40 -1,37 0,88 -1,21
TLR7 1,10 NA NA NA NA -0,07 NA -0,39 NA NA NA NA 0,78 NA -1,42 NA
TLR8 -0,50 NA NA -0,63 0,65 0,69 1,60 0,56 -0,33 NA NA 0,82 -0,14 -2,10 -0,61 NA
TLR9 0,12 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,48 NA 0,83 -1,44
TNF 0,05 NA NA 0,48 NA -0,31 -0,07 2,42 -0,67 NA NA NA -0,59 NA -0,35 -0,95
TRADD 0,78 NA NA 0,13 NA NA 1,20 NA NA NA NA NA -1,63 NA 0,06 -0,53
TRAF3 0,26 0,40 -0,71 NA 0,68 -0,53 -0,63 0,96 0,18 0,91 1,60 1,04 -0,57 -1,58 -0,04 -1,97
TRAF6 0,08 NA NA NA NA 0,42 0,88 NA NA NA NA NA 0,17 NA 0,40 -1,96
TRIM25 -1,75 -0,17 -0,18 1,27 0,89 0,22 -0,11 0,06 -0,25 0,98 1,19 0,24 0,27 -2,59 0,21 -0,29
Notas:

rt-PCR: PCR em tempo real; CT: Cycle threshold; ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel; CTRL: Individuos controle; DP: Desvio Padréo.
Delta CT = CT — média dos HKGs (genes housekeeping).

Delta CT normalizado = (Delta CT — Média dos Delta CT’s) / Desvio Padrao.

Negativo: Auséncia de virus; HCoV: Coronavirus; Flu A: Influenza A; HRV: Rinovirus; PIV4: Parainfluenza 4; ADV: Adenovirus.

NA: Nao aplicavel.

Cor Rosa - Genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral.
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Tabela 11 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta Delta CT’s e FC’s dos valores

normalizados dos individuos controle e calculo das médias dos FC’s, desvio padrdo e t Teste)

Genes | AACt CTRL 11 | AACt CTRL 26 | AACt CTRL 33 | AACt CTRL 30 | 2exp-AACt CTRL 11 | 2exp-AACt CTRL 26 | 2exp-AACt CTRL 33 | 2exp-AACtCTRL30 | Genes | MédiaFC | DP |t Teste
AIM2 -0,13 NA NA NA 1,10 NA NA NA AIM2 NA NA | NA
APOBEC3G -1,06 NA NA NA 2,08 NA NA NA APOBEC3G NA NA | NA
ATG5 -0,55 NA NA NA 1,47 NA NA NA ATG5 NA NA | NA
AZI2 -1,12 NA NA NA 2,18 NA NA NA AZI2 NA NA | NA
CARD9 NA NA NA NA NA NA NA NA CARD9 NA NA | NA
CASP1 0,23 NA NA NA 0,85 NA NA NA CASP1 NA NA | NA
CASP10 -0,83 NA NA NA 1,77 NA NA NA CASP10 NA NA | NA
CASP8 0,72 NA NA NA 0,61 NA NA NA CASP8 NA NA | NA
cCL3 -0,43 NA NA NA 1,35 NA NA NA CCL3 NA NA | NA
CCL5 2,27 NA NA NA 4,83 NA NA NA CCL5 NA NA | NA
CD40 -1,95 -0,89 0,33 NA 3,86 1,85 0,79 NA CD40 217 |1,56| 033
CD80 1,75 NA NA NA 0,30 NA NA NA CD80 NA NA | NA
CD86 1,22 NA NA NA 0,43 NA NA NA CD86 NA NA | NA
CHUK 0,22 NA NA NA 0,86 NA NA NA CHUK NA NA | NA
CTSB -0,94 NA NA NA 1,92 NA NA NA CTSB NA NA | NA
CTSL1 -0,95 NA NA NA 1,94 NA NA NA CTSL1 NA NA | NA
CTSS 0,38 -1,27 0,29 2,77 0,77 2,40 0,82 0,15 CTSS 1,03 |096| 0,56
CXCL10 -1,62 NA NA NA 3,07 NA NA NA CXCL10 NA NA | NA
CXCL11 -2,69 NA 0,23 NA 6,43 NA 0,85 NA CXCL11 NA NA | NA
CXCL9 -2,00 NA NA NA 4,00 NA NA NA CXCL9 NA NA | NA
CYLD -0,50 NA NA NA 1,42 NA NA NA CYLD NA NA | NA
DAK 0,10 NA NA NA 0,94 NA NA NA DAK NA NA | NA
DDX3X 0,23 NA NA NA 0,85 NA NA NA DDX3X NA NA | NA
DDX58 NA -0,77 -1,60 -0,28 NA 1,71 3,03 1,21 DDX58 1,98 |094| 0,15
DHX58 -1,16 NA NA 3,03 2,23 NA NA 0,12 DHX58 NA NA | NA
FADD -0,33 NA NA NA 1,26 NA NA NA FADD NA NA | NA
FOS 0,55 -0,94 1,14 1,84 0,68 1,91 0,45 0,28 FOS 083 |074| 035
HSP90AA1 -1,59 NA NA NA 3,01 NA NA NA HSP90AA1 NA NA | NA

Continua.
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Tabela 11 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata ¢ adaptativa antiviral (Delta Delta CT’s ¢ FC’s dos valores
normalizados dos individuos controle e calculo das médias dos FC’s, desvio padrdo e t Teste) (continuagio)

e . TAI?lf:tl ) AAC; (62TRL AAC; gTRL AAC; gTRL 2exp Afft CTRL | 2exp AZAé:t CTRL | 2exp Ag;:t CTRL Zgg LABA(():t Genes T IIp el pre——u
IFIH1 -0,62 NA NA NA 1,54 NA NA NA IFIH1 NA NA NA
IFNA1 NA NA NA NA NA NA NA NA IFNA1 NA NA NA
IFNA2 NA NA NA NA NA NA NA NA IFNA2 NA NA NA
IFNAR1 NA NA NA NA NA NA NA NA IFNAR1 NA NA NA
IFNB1 -1,00 NA NA NA 2,00 NA NA NA IFNB1 NA NA NA
IKBKB -1,10 NA NA NA 2,15 NA NA NA IKBKB NA NA NA
IL12A -1,29 NA NA NA 2,45 NA NA NA IL12A NA NA NA
IL12B NA NA NA NA NA NA NA NA IL12B NA NA NA
IL15 -1,24 -0,58 NA -0,49 2,36 1,49 NA 1,41 IL15 1,75 0,53 0,08
IL18 0,75 NA NA NA 0,59 NA NA NA IL18 NA NA NA
IL1B -0,26 NA NA NA 1,20 NA NA NA IL1B NA NA NA
IL6 1,45 NA NA NA 0,37 NA NA NA IL6 NA NA NA
IL8 1,77 -1,02 2,39 1,85 0,29 2,02 0,19 0,28 IL8 0,70 0,89 0,20
IRAK1 -0,40 NA 1,96 NA 1,32 NA 0,26 NA IRAK1 NA NA NA
IRF3 -0,92 -0,08 0,73 -0,09 1,89 1,06 0,60 1,06 IRF3 1,15 0,54 0,81
IRF5 -0,94 NA 1,34 NA 1,92 NA 0,40 NA IRF5 NA NA NA
IRF7 -1,46 NA NA NA 2,75 NA NA NA IRF7 NA NA NA
ISG15 -0,71 NA NA NA 1,63 NA NA NA ISG15 NA NA NA
JUN -0,15 0,04 1,20 NA 1,11 0,97 0,44 NA JUN 0,84 0,36 0,48
MAP2K1 2,29 NA NA NA 0,20 NA NA NA MAP2K1 NA NA NA
MAP2K3 -0,86 NA NA NA 1,81 NA NA NA MAP2K3 NA NA NA
MAP3K1 1,07 NA NA NA 0,48 NA NA NA MAP3K1 NA NA NA
MAP3K7 -0,76 NA NA NA 1,69 NA NA NA MAP3K?7 NA NA NA
MAPK1 0,02 0,00 NA NA 0,99 1,00 NA NA MAPK1 NA NA NA
MAPK14 0,16 -0,86 NA 2,08 0,90 1,82 NA 0,24 MAPK14 0,98 0,79 0,65
MAPK3 -0,28 NA NA NA 1,21 NA NA NA MAPK3 NA NA NA
MAPKS8 -0,78 NA NA 2,79 1,72 NA NA 0,14 MAPKS8 NA NA NA
MAVS -1,51 NA 1,21 NA 2,84 NA 0,43 NA MAVS NA NA NA

Continua.
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Tabela 11 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta Delta CT’s e FC’s dos valores
normalizados dos individuos controle ¢ calculo das médias dos FC’s, desvio padrio e t Teste) (concluséo)

S . ’?I?I(‘Itl ) AAC; gTRL AAC; gTRL AAC; STRL 2exp Afft CTRL | 2exp AZAé:t CTRL Zgg LA?;It Zg;;{ LAggt Genes Tt Tt R —
MEFV -0,05 NA NA NA 1,03 NA NA NA MEFV NA NA NA
MX1 -0,61 0,14 -0,85 -1,34 1,53 0,91 1,80 2,54 MX1 1,70 0,68 0,12
MYD88 -0,42 NA NA NA 1,34 NA NA NA MYD88 NA NA NA
NFKB1 1,89 NA NA NA 0,27 NA NA NA NFKB1 NA NA NA
NFKBIA 0,61 NA NA NA 0,66 NA NA NA NFKBIA NA NA NA
NLRP3 0,39 -0,19 1,40 1,66 0,76 1,14 0,38 0,32 NLRP3 0,65 0,38 0,16
NOD2 0,16 NA NA NA 0,89 NA NA NA NOD2 NA NA NA
0AS2 -1,68 NA NA NA 3,20 NA NA NA 0AS2 NA NA NA
PIN1 -1,18 NA NA NA 2,26 NA NA NA PIN1 NA NA NA
PSTPIP1 -0,13 -0,17 -0,55 NA 1,10 1,12 1,46 NA PSTPIP1 1,23 0,20 0,17
PYCARD -0,20 0,63 0,60 NA 1,15 0,64 0,66 NA PYCARD 0,82 0,28 0,33
PYDC1 NA NA NA NA NA NA NA NA PYDC1 NA NA NA
RELA -1,79 -0,77 0,46 0,76 3,46 1,71 0,73 0,59 RELA 1,62 1,32 0,61
RIPK1 -0,88 NA NA NA 1,84 NA NA NA RIPK1 NA NA NA
SPP1 -0,36 -1,55 1,74 NA 1,28 2,92 0,30 NA SPP1 1,50 1,32 0,96
STAT1 0,28 NA NA NA 0,82 NA NA NA STAT1 NA NA NA
SUGT1 NA NA NA NA NA NA NA NA SUGT1 NA NA NA
TBK1 0,42 0,48 0,77 -0,15 0,75 0,72 0,59 1,11 TBK1 0,79 0,22 0,14
TICAM1 -0,41 NA NA NA 1,33 NA NA NA TICAM1 NA NA NA
TLR3 -1,95 -0,19 NA 0,57 3,85 1,14 NA 0,67 TLR3 1,89 1,72 0,55
TLR7 -1,17 NA NA NA 2,25 NA NA NA TLR7 NA NA NA
TLR8 1,19 NA NA 1,28 0,44 NA NA 0,41 TLR8 NA NA NA
TLR9 NA NA NA NA NA NA NA NA TLR9 NA NA NA
TNF -0,35 NA NA NA 1,28 NA NA NA TNF NA NA NA
TRADD NA NA NA NA NA NA NA NA TRADD NA NA NA
TRAF3 -0,79 -1,03 1,67 NA 1,73 2,04 0,31 NA TRAF3 1,36 0,92 0,96
TRAF6 0,34 NA NA NA 0,79 NA NA NA TRAF6 NA NA NA
TRIM25 1,97 0,06 0,24 -0,39 0,25 0,96 0,85 1,31 TRIM25 0,84 0,44 0,43

Notas:

rt-PCR: PCR em tempo real; CT: Cycle threshold; CTRL: Individuos controle; FC: Fold change; DP: Desvio Padrao.
AACt: Delta Delta CT (Subtragéo: Delta CT com virus — Delta CT sem virus). Realizado de forma pareada.

2exp-AACt: FC (2:44¢),

NA: Néo aplicivel.Cor Rosa - Genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral.
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Tabela 12 — Anélise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta Delta CT’s e FC’s dos valores
normalizados dos pacientes com ICV e calculo das médias dos FC’s, desvio padrdo e t Teste)

Genes | AACtICV2 | AACtICV 8 | AACtICV9 | AACtICV 10 | 2exp-AACtICV 2 | 2exp-AACtICV 8 | 2exp-AACtICV 9 | 2Zexp-AACtICV 10 Genes | MédiaFC | DP | tTeste
AIM2 -3,09 0,22 -1,20 -2,70 8,49 0,86 2,30 6,48 AIM2 453 |356]| 0,111
APOBEC3G NA NA NA -2,48 NA NA NA 5,56 APOBEC3G NA NA | NA
ATG5 NA 0,18 NA -3,58 NA 0,89 NA 11,96 ATG5 NA NA | NA
AZI2 NA NA NA NA NA NA NA NA AZI2 NA NA | NA
CARD9 NA 0,65 NA NA NA 0,64 NA NA CARD9 NA NA | NA
CASP1 NA 1,05 NA NA NA 0,48 NA NA CASP1 NA NA | NA
CASP10 NA NA NA NA NA NA NA NA CASP10 NA NA | NA
CASP8 NA 0,86 NA NA NA 0,55 NA NA CASP8 NA NA | NA
ccL3 NA -1,80 NA NA NA 3,47 NA NA CCL3 NA NA | NA
CCL5 NA NA NA NA NA NA NA NA CCL5 NA NA | NA
CD40 NA 0,32 NA NA NA 0,80 NA NA CD40 NA NA | NA
CD80 NA NA NA NA NA NA NA NA CD80 NA NA | NA
CD86 NA -0,96 NA NA NA 1,94 NA NA CD86 NA NA | NA
CHUK NA 2,68 NA NA NA 0,16 NA NA CHUK NA NA | NA
CTSB NA 2,67 NA NA NA 0,16 NA NA CTSB NA NA | NA
CTSL1 NA 1,90 NA NA NA 0,27 NA NA CTSL1 NA NA | NA
CTSS -3,35 0,21 2,17 1,11 10,20 0,87 4,51 2,16 CTSS 4,43 | 4,13 | 0,124
CXCL10 -2,60 -0,30 NA -1,97 6,07 1,23 NA 3,91 CXCL10 3,74 |243]| 0,142
CXCL11 NA NA NA NA NA NA NA NA CXCL11 NA NA | NA
CXCL9 NA NA NA NA NA NA NA NA CXCL9 NA NA | NA
CYLD NA 0,17 NA NA NA 0,89 NA NA CYLD NA NA | NA
DAK NA NA NA NA NA NA NA NA DAK NA NA | NA
DDX3X NA 2,00 NA NA NA 0,25 NA NA DDX3X NA NA | NA
DDX58 -3,67 -0,29 -0,84 NA 12,71 1,22 1,79 NA DDX58 524 |6,48]| 0,266
DHX58 NA NA NA NA NA NA NA NA DHX58 NA NA | NA
FADD NA NA NA NA NA NA NA NA FADD NA NA | NA
FOS -3,27 -0,29 -0,26 -0,57 9,66 1,22 1,20 1,49 FOS 339 |4,18]| 0,228
HSP90AA1 NA 2,88 NA NA NA 0,14 NA NA HSP90AA1 NA NA | NA
Continua
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Tabela 12 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta Delta CT’s e FC’s dos valores

normalizados dos pacientes com ICV e calculo das médias dos FC’s, desvio padrao e t Teste) (continuagao)

Genes | AACtICV2 | AACtICV 8 | AACtICV 9 | AACtICV 10 | 2exp-AACtICV 2 | 2exp-AACtICV 8 | 2exp-AACtICV 9 | 2exp-AACtICV10 | Genes | MédiaFC [ DP | tTeste
IFIH1 -3,57 -1,02 -1,32 -2,03 11,84 2,02 2,50 4,09 IFIH1 5,11 4,57 | 0,040
IFNA1 NA NA NA NA NA NA NA NA IFNA1 NA NA NA
IFNA2 NA NA NA NA NA NA NA NA IFNA2 NA NA NA
IFNAR1 NA -0,25 NA NA NA 1,19 NA NA IFNAR1 NA NA NA
IFNB1 NA 1,66 NA NA NA 0,32 NA NA IFNB1 NA NA NA
IKBKB NA 1,66 NA NA NA 0,32 NA NA IKBKB NA NA NA
IL12A NA 0,91 NA -2,89 NA 0,53 NA 7,39 IL12A NA NA NA
IL12B NA 0,88 NA NA NA 0,54 NA NA IL12B NA NA NA
IL15 -3,48 0,85 -1,50 -2,74 11,17 0,56 2,83 6,70 IL15 5,31 4,66 | 0,167
IL18 NA -0,67 NA NA NA 1,59 NA NA IL18 NA NA NA
IL1B NA 0,75 NA NA NA 0,60 NA NA IL1B NA NA NA
IL6 NA -0,74 NA NA NA 1,68 NA NA IL6 NA NA NA
IL8 -2,39 1,21 0,76 1,19 5,23 0,43 0,59 0,44 IL8 1,67 2,37 | 0,839
IRAK1 NA NA NA -1,25 NA NA NA 2,38 IRAK1 NA NA NA
IRF3 -3,22 0,94 -0,46 -2,51 9,34 0,52 1,37 5,69 IRF3 4,23 4,09 | 0,262
IRF5 -3,44 0,59 -0,76 NA 10,87 0,66 1,69 NA IRF5 4,41 562 | 0416
IRF7 NA -2,69 NA NA NA 6,43 NA NA IRF7 NA NA NA
ISG15 NA -0,66 NA NA NA 1,57 NA NA ISG15 NA NA NA
JUN -3,95 NA -0,79 -1,60 15,48 NA 1,73 3,02 JUN 6,74 7,59 | 0,156
MAP2K1 NA 0,17 NA NA NA 0,89 NA NA MAP2K1 NA NA NA
MAP2K3 NA -1,30 NA NA NA 2,46 NA NA MAP2K3 NA NA NA
MAP3K1 NA NA NA NA NA NA NA NA MAP3K1 NA NA NA
MAP3K7 NA 1,76 NA NA NA 0,29 NA NA MAP3K7 NA NA NA
MAPK1 -2,64 1,64 -1,11 -2,25 6,23 0,32 2,16 4,74 MAPK1 3,36 2,63 | 0,341
MAPK14 -2,97 -0,92 -0,45 -2,64 7,85 1,89 1,36 6,23 MAPK14 4,33 3,20 | 0,068
MAPK3 NA 0,09 NA NA NA 0,94 NA NA MAPK3 NA NA NA
MAPKS8 -2,42 NA NA NA 5,34 NA NA NA MAPKS8 NA NA NA
MAVS NA NA NA NA NA NA NA NA MAVS NA NA NA
Continua.
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Tabela 12 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (Delta Delta CT’s ¢ FC’s dos valores

normalizados dos pacientes com ICV e céalculo das médias dos FC’s, desvio padrdo e t Teste (conclusao)

Genes | AACtICV2 | AACtICV8 | AACtICV9 | AACtICV 10 | 2exp-AACtICV 2 | 2exp-AACtICV8 | 2exp-AACtICV9 | 2exp-AACtICV10 | Genes | MédiaFC | DP | tTeste
MEFV NA NA NA NA NA NA NA NA MEFV NA NA NA
MX1 -3,85 -1,48 -1,21 -2,07 14,46 2,80 2,31 4,20 MX1 5,94 5,73 | 0,036
MYD88 NA -0,46 NA NA NA 1,38 NA NA MYD88 NA NA NA
NFKB1 NA 2,10 NA NA NA 0,23 NA NA NFKB1 NA NA NA
NFKBIA NA 1,38 NA NA NA 0,38 NA NA NFKBIA NA NA NA
NLRP3 -3,84 NA -0,89 -1,63 14,36 NA 1,86 3,10 NLRP3 6,44 6,89 | 0,139
NOD2 NA 2,67 NA NA NA 0,16 NA NA NOD2 NA NA NA
0AS2 NA NA NA NA NA NA NA NA 0AS2 NA NA NA
PIN1 NA 1,92 NA NA NA 0,26 NA NA PIN1 NA NA NA
PSTPIP1 -3,05 -0,47 0,71 -2,52 8,27 1,39 0,61 5,73 PSTPIP1 4,00 3,63 | 0,227
PYCARD -3,48 0,66 -0,36 3,21 11,19 0,63 1,28 9,24 PYCARD 5,59 541 | 0,220
PYDC1 NA 1,84 NA NA NA 0,28 NA NA PYDC1 NA NA NA
RELA -2,15 -1,97 -1,08 -3,31 4,44 3,93 2,11 9,94 RELA 5,11 3,38 | 0,019
RIPK1 NA NA NA NA NA NA NA NA RIPK1 NA NA NA
SPP1 NA -1,11 -1,84 -2,45 NA 2,15 3,58 5,46 SPP1 3,73 1,66 | 0,044
STAT1 NA -2,26 NA NA NA 4,77 NA NA STAT1 NA NA NA
SUGT1 -3,27 0,89 -0,73 NA 9,67 0,54 1,66 NA SUGT1 3,96 4,98 | 0,482
TBK1 -3,93 1,41 -0,83 -1,52 15,20 0,38 1,78 2,87 TBK1 5,06 6,84 | 0,350
TICAM1 -2,34 -0,31 -1,86 -2,80 5,06 1,24 3,62 6,98 TICAM1 4,22 2,42 | 0,044
TLR3 NA NA NA NA NA NA NA NA TLR3 NA NA NA
TLR7 NA NA NA NA NA NA NA NA TLR7 NA NA NA
TLR8 NA 0,19 NA NA NA 0,88 NA NA TLRS8 NA NA NA
TLR9 NA NA NA NA NA NA NA NA TLR9 NA NA NA
TNF NA 0,08 NA NA NA 0,94 NA NA TNF NA NA NA
TRADD NA NA NA NA NA NA NA NA TRADD NA NA NA
TRAF3 -2,49 -0,76 -1,64 -3,01 5,61 1,69 3,12 8,04 TRAF3 4,61 2,80 | 0,028
TRAF6 NA NA NA NA NA NA NA NA TRAF6 NA NA NA
TRIM25 -3,56 0,52 -0,98 -0,53 11,83 0,70 1,97 1,44 TRIM25 3,98 525 | 0,281
Notas:

rt-PCR: PCR em tempo real; CT: Cycle threshold; ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel; FC: Fold change; DP: Desvio Padrao.
AACt: Delta Delta CT (Subtragéo: Delta CT com virus — Delta CT sem virus). Realizado de forma pareada.

2exp-AACt: FC (2:44¢),
NA: Nao aplicavel.
Cor Rosa - Genes relacionados & imunidade inata e adaptativa antiviral.
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Tabela 13 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (FC’s dos valores normalizados, média
dos FC’s e desvio padrao dos contoles e pacientes com ICV sem rinossinusite viral, e calculo das médias dos FC’s, desvio padrdo e t Teste
da comparacédo dos grupos)

cenes | 00 | Zoniae' | e | Cemie | Ve | com | Genes | A [P [P [Ponia [ e | iy | cenes [Lwe [0 | e
AIM2 0,77 NA NA NA NA NA AIM2 0,54 1,53 0,39 0,41 0,72 0,54 AIM2 NA NA NA
APOBEC3G 0,74 NA NA NA NA NA | APOBEC3G NA NA NA 0,35 NA NA | APOBEC3G | NA NA NA
ATG5 0,82 NA NA 1,82 NA NA ATG5 0,75 0,93 NA 0,42 NA NA ATG5 NA NA NA
AZI2 0,37 NA NA NA NA NA AZI2 NA NA NA NA NA NA AZI2 NA NA NA
CARD9 0,63 NA NA NA NA NA CARD9 NA 1,43 NA NA NA NA CARD9 NA NA NA
CASP1 1,20 NA NA NA NA NA CASP1 NA 2,66 NA NA NA NA CASP1 NA NA NA
CASP10 0,56 NA NA NA NA NA CASP10 NA NA NA NA NA NA CASP10 NA NA NA
CASP8 0,99 NA NA NA NA NA CASP8 NA 1,30 NA NA NA NA CASP8 NA NA NA
ccL3 1,12 NA NA NA NA NA ccL3 NA 0,44 NA NA NA NA ccL3 NA NA NA
ccLs 0,36 NA NA NA NA NA CCLS NA NA NA NA NA NA ccLs NA NA NA
CD40 0,37 0,69 1,09 NA NA NA CD40 NA 0,68 NA NA NA NA CD40 NA NA NA
CD80 1,34 NA NA NA NA NA CD80 NA NA NA NA NA NA CD80 NA NA NA
CD86 1,04 NA NA NA NA NA CD86 NA 0,54 NA NA NA NA CD86 NA NA NA
CHUK 1,04 NA NA NA NA NA CHUK NA 3,81 NA NA NA NA CHUK NA NA NA
CTSB 0,52 NA NA 0,61 NA NA CTSB NA 2,09 NA NA NA NA CTSB NA NA NA
CTSL1 0,47 NA NA 1,49 NA NA CTSL1 NA 1,80 NA NA NA NA CTSL1 NA NA NA
CTSS 1,24 0,65 0,74 2,59 1,31 0,90 CTSS 0,43 1,41 0,45 0,54 0,71 0,47 CTSS 0,54 0,53 0,21
CXCL10 0,52 NA NA NA NA NA CXCL10 0,37 0,79 NA 0,28 NA NA CXCL10 NA NA NA
CXCL11 0,23 NA 1,28 NA NA NA CXCL11 NA NA NA NA NA NA CXCL11 NA NA NA
CXCL9 0,27 NA NA NA NA NA CXCL9 NA NA NA NA NA NA CXCL9 NA NA NA
CYLD 0,59 NA NA NA NA NA CYLD NA 1,18 NA NA NA NA CYLD NA NA NA
DAK 0,90 NA NA NA NA NA DAK NA NA NA NA NA NA DAK NA NA NA
DDX3X 0,76 NA NA 1,58 NA NA DDX3X NA 4,11 NA NA NA NA DDX3X NA NA NA
DDX58 1,43 0,52 0,78 0,69 0,85 0,40 | DDX58 0,37 1,30 0,40 NA 0,69 0,53 | DDX58 0,81 1,34 0,48
DHX58 0,44 NA NA 4,29 NA NA DHX58 NA NA NA NA NA NA DHX58 NA NA NA
FADD 0,61 NA NA NA NA NA FADD NA NA NA NA NA NA FADD NA NA NA
FOS 1,54 1,53 1,03 1,45 1,39 0,24 FOS 0,60 0,74 0,61 0,56 0,63 0,08 FOS 0,45 0,31 0,0004
HSP90AA1 0,43 NA NA 0,72 NA NA | HSP90AA1 NA 2,49 NA NA NA NA | HSP90AA1 | NA NA NA
Continua.

10T



Tabela 13 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata ¢ adaptativa antiviral (FC’s dos valores normalizados, média
dos FC’s e desvio padrdo dos contoles e pacientes com ICV sem rinossinusite viral, e calculo das médias dos FC’s, desvio padrdo e t Teste
da comparacédo dos grupos) (continuacéo)

cones | ottt [Pemiae | emnias | embe | Memmr |[pPeriu | cenes [ PG 2espanceaehner [oqraner | MR [ orioy [ cenes [ | 0R | eee
IFIH1 0,70 NA NA NA NA NA IFIH1 0,38 1,06 0,53 0,33 0,57 0,34 IFIH1 NA NA NA
IFNA1 NA NA NA NA NA NA IFNA1 NA NA NA NA NA NA IFNA1 NA NA NA
IFNA2 NA NA NA NA NA NA IFNA2 NA NA NA NA NA NA IFNA2 NA NA NA
IFNAR1 NA NA NA NA NA NA IFNAR1 NA 1,09 NA NA NA NA IFNAR1 NA NA NA
IFNB1 0,40 NA NA 1,84 NA NA IFNB1 NA 1,40 NA NA NA NA IFNB1 NA NA NA
IKBKB 0,56 NA NA NA NA NA IKBKB NA 2,18 NA NA NA NA IKBKB NA NA NA
IL12A 0,51 NA NA NA NA NA IL12A NA 1,14 NA 0,60 NA NA IL12A NA NA NA
IL12B 0,47 NA NA 1,43 NA NA IL12B NA 1,31 NA NA NA NA IL12B NA NA NA
IL15 0,57 0,87 NA 0,75 0,73 0,15 IL15 0,40 1,15 0,47 0,38 0,60 0,37 IL15 0,82 2,47 0,4
IL18 0,73 NA NA NA NA NA IL18 NA 1,05 NA NA NA NA IL18 NA NA NA
IL1B 2,04 NA NA 0,50 NA NA IL1B NA 1,83 NA NA NA NA IL1B NA NA NA
IL6 1,69 NA NA NA NA NA IL6 NA 0,63 NA NA NA NA IL6 NA NA NA
IL8 1,51 1,17 1,42 2,22 1,58 0,45 IL8 0,69 1,64 1,00 1,16 1,12 0,40 IL8 0,71 0,88 0,16
IRAK1 0,70 NA 2,44 NA NA NA IRAK1 NA NA NA 0,40 NA NA IRAK1 NA NA NA
IRF3 0,62 0,72 2,61 1,05 1,25 0,92 IRF3 0,47 1,36 0,41 0,45 0,67 0,46 IRF3 0,54 0,50 0,2
IRF5 0,68 NA 1,80 NA NA NA IRF5 0,25 1,19 0,62 NA NA NA IRF5 NA NA NA
IRF7 0,66 NA NA NA NA NA IRF7 NA 0,45 NA NA NA NA IRF7 NA NA NA
ISG15 1,05 NA NA NA NA NA 1SG15 NA 1,36 NA NA NA NA ISG15 NA NA NA
JUN 0,73 1,01 2,39 NA 1,38 0,89 JUN 0,30 NA 0,64 0,69 0,54 0,21 JUN 0,39 0,24 0,12
MAP2K1 2,89 NA NA NA NA NA MAP2K1 NA 0,93 NA NA NA NA MAP2K1 NA NA NA
MAP2K3 0,71 NA NA 1,20 NA NA MAP2K3 NA 0,62 NA NA NA NA MAP2K3 NA NA NA
MAP3K1 0,96 NA NA NA NA NA MAP3K1 NA NA NA NA NA NA MAP3K1 NA NA NA
MAP3K7 0,54 NA NA 0,88 NA NA MAP3K7 NA 1,27 NA NA NA NA MAP3K7 NA NA NA
MAPK1 1,05 1,48 NA NA NA NA MAPK1 0,65 1,79 0,43 0,60 0,87 0,62 MAPK1 NA NA NA
MAPK14 1,07 0,94 NA 1,61 1,20 0,36 | MAPK14 0,54 0,76 0,63 0,50 0,61 0,12 | MAPK14 | 051 0,33 0,01
MAPK3 0,99 NA NA 1,13 NA NA MAPK3 NA 0,94 NA NA NA NA MAPK3 NA NA NA
MAPKS8 0,88 NA NA 2,98 NA NA MAPK8 0,57 NA NA 0,36 NA NA MAPK8 NA NA NA
MAVS 0,53 NA 1,57 NA NA NA MAVS NA NA NA NA NA NA MAVS NA NA NA
Continua.
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Tabela 13 — Andlise por rt-PCR dos 84 genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral (FC’s dos valores normalizados, média
dos FC’s e desvio padrédo dos contoles e pacientes com ICV sem rinossinusite viral, e cdlculo das médias dos FC’s, desvio padréo e t Teste
da comparacéo dos grupos) (concluséo)

cones | Tenmic | Pommine | omeas | ot | e | com | oo | | e | uvao | avaas | oy | oeiev | cenes [RGT]0R T e
MEFV 0,85 NA NA NA NA NA MEFV NA NA NA 0,51 NA NA MEFV NA NA NA
MX1 0,81 0,93 1,18 0,42 0,84 0,32 MX1 0,35 0,52 0,58 0,51 0,49 0,10 MX1 0,59 0,30 0,1
MYD88 0,85 NA NA 0,25 NA NA MYD88 NA 0,88 NA NA NA NA MYD88 NA NA NA
NFKB1 2,17 NA NA 0,49 NA NA NFKB1 NA 2,87 NA NA NA NA NFKB1 NA NA NA
NFKBIA 0,83 NA NA 2,22 NA NA NFKBIA NA 3,40 NA NA NA NA NFKBIA NA NA NA
NLRP3 0,90 0,93 1,41 2,18 1,36 0,60 NLRP3 0,35 NA 0,50 0,88 0,58 0,27 NLRP3 0,42 0,45 0,048
NOD2 0,63 NA NA 1,15 NA NA NOD2 NA 4,19 NA NA NA NA NOD2 NA NA NA
0AS2 0,44 NA NA NA NA NA 0AS2 NA NA NA NA NA NA 0AS2 NA NA NA
PIN1 0,82 NA NA 0,75 NA NA PIN1 NA 1,76 NA NA NA NA PIN1 NA NA NA
PSTPIP1 0,70 1,08 0,70 NA 0,83 0,22 PSTPIP1 0,80 0,57 0,81 0,62 0,70 0,12 PSTPIP1 0,85 0,56 0,4
PYCARD 0,97 1,19 1,47 NA 1,21 0,25 PYCARD 0,39 1,68 0,66 0,30 0,76 0,63 PYCARD 0,62 2,52 0,2
PYDC1 0,54 NA NA NA NA NA PYDC1 NA 1,66 NA NA NA NA PYDC1 NA NA NA
RELA 0,68 0,77 0,90 0,85 0,80 0,10 RELA 0,66 0,55 0,54 0,42 0,54 0,10 RELA 0,68 1,02 0,01
RIPK1 0,59 NA NA NA NA NA RIPK1 NA NA NA NA NA NA RIPK1 NA NA NA
SPP1 1,15 0,77 1,55 NA 1,15 0,39 SPP1 NA 0,53 0,37 0,40 0,43 0,08 SPP1 0,37 0,21 0,01
STAT1 1,95 NA NA 0,38 NA NA STAT1 NA 0,33 NA NA NA NA STAT1 NA NA NA
SUGT1 0,48 NA NA NA NA NA SUGT1 0,32 1,45 0,56 NA NA NA SUGT1 NA NA NA
TBK1 0,84 1,10 2,06 1,09 1,27 0,54 TBK1 0,49 1,24 0,48 0,52 0,68 0,37 TBK1 0,54 0,69 0,07
TICAM1 0,94 NA NA 1,46 NA NA TICAM1 0,61 0,88 0,25 0,51 0,56 0,26 TICAM1 NA NA NA
TLR3 0,34 1,10 NA 1,40 NA NA TLR3 NA NA NA NA NA NA TLR3 NA NA NA
TLR7 0,47 NA NA NA NA NA TLR7 NA NA NA NA NA NA TLR7 NA NA NA
TLR8 1,41 NA NA 1,55 NA NA TLR8 NA 1,26 NA 0,57 NA NA TLR8 NA NA NA
TLR9 0,92 NA NA NA NA NA TLR9 NA NA NA NA NA NA TLR9 NA NA NA
TNF 0,97 NA NA 0,72 NA NA TNF NA 1,60 NA NA NA NA TNF NA NA NA
TRADD 0,58 NA NA 0,92 NA NA TRADD NA NA NA NA NA NA TRADD NA NA NA
TRAF3 0,83 0,76 1,64 NA 1,08 0,49 TRAF3 0,53 0,88 0,33 0,49 0,56 0,23 TRAF3 0,52 0,48 0,09
TRAF6 0,94 NA NA NA NA NA TRAF6 NA NA NA NA NA NA TRAF6 NA NA NA
TRIM25 3,37 1,12 1,13 0,41 1,51 1,29 TRIM25 0,51 1,19 0,44 0,84 0,74 0,35 TRIM25 0,49 0,27 0,33
Notas:

rt-PCR: PCR em tempo real; CT: Cycle threshold; ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel; CTRL: Individuos controle; FC: Fold change; DP: Desvio Padréo.
2exp-AACt: FC (244¢Y,

Célculo do FC: Média FC ICV / Média FC CTRL.

Célculo do DP: Média DP ICV / Média DP CTRL.

NA: Nao aplicavel.

Cor Rosa - Genes relacionados a imunidade inata e adaptativa antiviral.
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Tabela 14 — Comparativo geral dos Fold Changes génicos entre os grupos estudados,
separados por via de sinalizag&o.

Comparativo Geral

ICV (+) VS ICV neg CTRL (+) Vs CTRL neg ICV neg Vs CTRL neg
Genes FC Genes FC Genes FC
Sinalizacdo por receptores semelhantes a Toll
CD40 NA CD40 2,17 CD40
CTSS 4,43 CTSS 1,03
CXCL10 3,74 CXCL10 NA CXCL10
FOS 3,39 FOS 0,83
I1L-15 5,31 IL-15 1,75 IL-15
IRF3 4,23 IRF3 1,15
IRF5 441 IRF5 NA
JUN 6,74 JUN 0,84 JUN NA
MAPK1 3,36 MAPK1 NA MAPK1 NA
MAPK14 4,33 MAPK14 0,98
RELA 511 RELA 1,62
SPP1 8,78 SPP1 1,5
TBK1 5,06 TBK1 0,79
TICAM1 4,22 TICAM1 NA TICAM1 NA
TLR3 NA TLR3 1,89 TLR3 NA
TRAF3 4,61 TRAF3 1,36
Sinalizagdo por receptores semelhantes a NOD
AlIM2 4,53 AIM2 NA AIM2 NA
NLRP3 6,44
PSTPIP1 4 PSTPIP1 1,23 PSTPIP1 0,85
PYCARD 5,59 PYCARD 0,82
SUGT1 3,96 SUGT1 NA SUGT1 NA
Sinalizacéo por receptores semelhates a RIG-1
CXCL10 3,74 CXCL10 NA CXCL10 NA
DDX58 5,24 DDX58 1,98 DDX58 0,81
IFIH1 511 IFIHI NA IFIHI NA
IL-8 1,67 IL-8 0,7 IL-8 0,71
IRF3 4,23 IRF3 1,15
MAPK14 4,33 MAPK14 0,98
RELA 511 RELA 1,62
TBK1 5,06 TBK1 0,79
TRAF3 4,61 TRAF3 1,36
TRIM25 3,98 TRIM25 0,84
Sinalizacéo a resposta do Interferon Tipo |
I1L-15 5,31 IL-15 1,75 IL-15 0,82
MX1 5,94 MX1 1,7
TLR 3 NA TLR3 1,89 TLR3 NA
Notas:

ICV: Imunodeficiéncia Comum Variavel; CTRL: Individuo controle; (+): Positivo para rinossinusite
viral; Neg: Negativo para rinossinusiteviral; FC: Fold Change.

Rosa: up regulado;

Verde: down regulado;
Sem preenchimento: 0,67 <FC<a 1,5.

Negrito: p <0,05.
NA: N&o aplicavel
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GLOSSARIO GENICO

AIM2 (Absent in melanoma 2) - Papel na reversdao tumorigénica e pode controlar
proliferacdo celular. IFNy induz a expressdo de AIM2. AIM2 também faz parte do
inflamassoma e contribui na defesa contra DNA bacteriano e viral.

APOBEC3G (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polipeptide-like 3G)
- Inibidor especifico da infectividade pelo HIV.

ATG5 (autophagy related 5) — Envolvido em muitos processos celulares, incluindo
formacédo de vesicula autofagica, controle mitochondrial apds dano oxidative, regulacédo
negative da resposta imune inata antiviral, desenvolvimento e proliferacéo de linfécitos,

apresentacdo do antigeno MHC Il, diferenciagdo de adipdcitos, e apoptose.

AZI12 (5-azacytidine induced 2) - Contribui para a ativacdo do NF«B, pela ativacdo de

quinases relacionadas ao kK.

CARD?9 (Caspase recruitment domain Family, member 9) - Envolvido nas vias que
levam a ativacdo das caspases ou do NFxB. Essa proteina pode ser um componente do
inflamassoma, complexo proteico que possue um papel na ativacdo de caspases pré
inflamatorias. Essa proteina atua como uma molécula adaptadora que regula
negativamente a ativacdo do NFxB, na secrecdo de CASP1 dependente de IL-1pB, e

apoptose.

CASP1 (Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase) - Também chamada de IL-
1BC (convertase de interleucina-1 beta). Desempenha um papel central na fase de
execucdo da apoptose celular. Caspases existem como proenzimas inativas. Esse gene
foi identificado pela sua habilidade de quebra proteolitica e ativar o precurssor inativo
da IL-1 (citocina envolvida em processos como inflamagdo, choque septico, e
cicatrizagdo de feridas). Esse gene tem se mostrado como sendo indutor de apoptose

celular.



CASP10 (Caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase) - Essa proteina quebra e
ativa caspases 3 e 7, e € processada pela CASPS8.

CASP8 (Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase) - Essa proteina esta
envolvida na morte celular programada induzida por Fas e varios estimulos apoptoticos.
O dominio de morte efetor N-terminal FADD like dessa proteina sugere que ela pode

interagir com proteina FADD que interage com Fas.

CCL3 (Chemokine, C-C motif, ligand 3) - Codifica a proteina MIPla (proteina
macrofégica infamatdria 1 alfa). Polimorfismos podem estar associados com resisténcia

e suscetibilidade a infeccdo pelo HIV.

CCL5 (Chemokine, C-C motif, ligand 5) - Também conhecida como RANTES. Essa
quimiocina é responsavel pela quimiotaxia de mondcitos, células T de memdria e
eosinofilos. Causa a liberacdo de histamina dos basofilos e ativa os eosin6filos. E um

dos principais fatores supressores do HIV produzido pelas células CD8.

CD40 (CD40 molecule) - Membro da superfamilia dos receptores do TNF (TNFRSF5).
Faz a mudanca de classe de imunoglobulinas dependente de células T, desenvolvimento
de células B de memoria, e formacdo do centro germinativo. Mutacdes geram hiper IgM

do tipo 3 com heranca AR.

CD80 (CD80 molecule) - Receptor de membrana que é ativado pela ligacdo do CD28
ou CTLA-4. A proteina ativa induz proliferacdo de células T e produgdo de citocinas.

Pode atuar como receptor para adenovirus do subgrupo B.

CD86 (CD86 molecule) - Expressa por células apresentadoras de antigenos e € o ligante
para duas proteinas na superficie das células T (CD28 e CTLA-4). Ligacdo ao CD28 ¢
um sinal co-estimulatério para a ativacdo de células T. Ligacdo ao CTLA-4 regula

negativamente a ativacao de células T e diminui a resposta imune.

CHUK (Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase) - Codifica uma proteina
quinase. A proteina codificada, componente de um complexo de proteinas ativadas por



citocinas que é uma inibidora do fator de transcricdo essencial do complexo NF«xB,
fosforila pontos que iniciam a degradagéo do inibidor, dessa forma ativando o fator de

transcrigao.

CTSB (Cathepsin B) - Também conhecida como proteina secretase precursora de
amiloide. Esta envolvida no processo proteolitico da proteina precurssora de amiloide.
Uma grande variedade de doencas resulta em niveis elevados de catepsina B, que
provoca varios processos patoldgicos incluindo a morte celular, inflamacéo e producao

de péptidos tdxicos.

CTSL (Cathepsin L1) - Proteinase cisteina lisossomal que possui seu principal papel no
catabolismo de proteina intracelular. Seus substratos incluem colageno e elastina, assim
como inibidor da protease alfa-1, principal elemento controlador da atividade da

elastase neutrofilica.

CTSS (Cathepsin S) - Participa da degradacdo de proteinas antigénicas, gerando
peptideos para apresentacdo pelas moléculas do MHC de classe Il. A proteina
codificada pode funcionar como a elastase através de uma ampla gama de pH nos
macrofagos alveolares. CTSS é expressa por células apresentadoras de antigenos,
incluindo macrdéfagos, linfécitos B e células dendriticas.

CXCL10 (Chemokine, C-X-C motif, ligand 10) - Também conhecida como IP-10.
Gene antimicrobiano que se liga ao receptor CXCR3 e gera os seguintes efeitos:
estimulacdo de mondcitos, migracao de células NK células T e modulacdo da expressédo

das moléculas de adesio.

CXCL11 (Chemokine, C-X-C motif, ligand 11) - Induz resposta quimiotatica em
celulas T ativadas. Fortemente induzida pela IFNy.

CXCLS8 (Interleukin 8) - Também conhecido como IL-8, essa quimiocina € uma das
principais mediadoras da resposta inflamatoria. Secretada por varios tipos de células.
Funciona como quimiotatica, e também como um potente fator angiogénico. Acredita-se

ter um papel na patogénese da bronquiolite.



CXCL9 (Chemokine, C-X-C motif, ligand 9) - Também conhecida como MIG, esta
envolvida no trafego de células T, que € induzido por IFNy. CXCL9 é estreitamente
relacionada com CXCL10 e CXCL11, cujos genes estdo localizados proximo do gene
de CXCL9 no cromossomo 4. CXCL9, CXCL10 e CXCL11 desempenham suas
quimiotéaticas pela interagdo com o receptor de quimiocina CXCR3.

CYLD (Cylindromatosis — turban tumor syndrome) - Esse gene codifica uma proteina
citoplasméatica com trés dominios conservados de proteina-glicina (CAP-GLY)

associados ao citoesqueleto que funciona como uma enzima deubiquitinadora.

DAK (Dihydroxyacetone kinase 2 homolog) - Também conhecido como TKFC. O
produto desse gene fosforila dihidroxiacetona,e também catalisa a formagdo da 4'5'-
fosfato riboflavina da FAD.

DDX3X (DEAD, Asp-Glu-Ala-Asp, box polypeptide 3, X-linked) - Essa proteina tem
sido relatada por exibir um nivel elevado de atividade de ATPase independente de
RNA, e ao contrario da maioria das helicases DEAD-box, a atividade ATPase é tida
como sendo estimulada por RNA e DNA. Possui funcdes no citoplasma e no nucleo.
Funcdes nucleares incluem a regulacdo da transcricdo, montagem do mRNP, splicing do
pre-mRNA e exportacdo de mRNA. No citoplasma, esta envolvida na transducédo,

sinalizacéo celular, e na replicacdo viral.

DDX58 (DEAD, Asp-Glu-Ala-Asp, box polypeptide 58) - Também chamado de RIG-1
(gene indutivel pelo acido retindico-1). Envolvido no reconhecimento de RNA viral

com dupla fita e na regulacdo da resposta imune.

DHX58 (DEXH, Asp-Glu-X-His, box polypeptide 58) — Codifica uma proteina
chamada LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2). Essa proteina tem se
mostrado ser mais relevante na imunidade inata antiviral. LGP2 produz resposta efetiva
antiviral contra muitos virus que sdo reconhecidos por RIG-1 (DDX58) e MDA-5
(IFIHY).



FADD (Fas, TNFRSF6, associated via death domain) - Molécula adaptadora que
interage com varios receptores de superficie celular e medeia sinais de apoptose celular.
Pode ser recrutada pelo TNFRSF6/FasR, TNFR, TNFRSF25, e TNFSF/TRAIL-R, e
assim ele participa da sinalizacdo de morte iniciada por esses receptores. Interacdo dessa
proteina com os receptores desmascara o dominio efetor N-terminal dessa proteina, que
permite o recrutamento da CASP8, e dessa forma ativar a cascata protease cisteina.
Camundongos knockout sugerem que FADD tem importancia no desenvolvimento de

células T precoces.

FOS (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog) - A familia do gene Fos
consiste em 4 membros: FOS, FOSB, FOSL1 e FOSL2. Esses genes codificam
proteinas de leucina em ziper que podem se dimerizar com proteinas da familia JUN,
assim forma o fator de transcricdo do complexo AP-1. As proteinas Fos tém sido
implicadas como reguladores da proliferacéo celular, diferenciacéo e transformacgédo. Em

alguns casos, expressdo do gene Fos tem sido associada com morte celular apoptotica.

HSP90AA1 (Heat shock protein 90kDa alpha, cytosolic, class A member 1) - As
proteinas codificadas auxiliam no adequado enrolamento de proteinas alvo especificas

pelo uso da atividade de ATPase que é modulada por co-chaperonas.

IFIH1 (Interferon induced with helicase C domain 1) - Também chamado de MDA-5
(proteina 5 associada a diferenciagio de melanoma). E receptor semelhante a RIG-1 que
atua como receptor de reconhecimento de padréo e reconhece RNA com dupla fita viral.
Proteina com “DEAD Box” que tem funcdo aumentada em resposta ao IFNP e a um

composto ativador da proteina quinase C, mezereina.

IFNal (Interferon, alpha 1) - Interferon do tipo | produzido por macréfagos e possui

atividade antiviral.

IFNa2 (Interferon, alpha 2) - Interferon do tipo | produzida em resposta a infecdes

virais. Reduz sintomas e duracao de um resfriado comum.



IFNaR1 (Interferon — alpha, beta and dmega — receptor 1) - Receptor de IFN a ¢ B.
Ligacdo a esse receptor estimula a proteina Janus quinase, que fosforila vérias proteinas
como STAT1 e STAT2.

IFNBL (Interferon, beta 1) — A proteina codificada poresse gene peretence a classe do
interferon tipo I, que sdo importantes para a defesa contra infecgdes virais. Em adicdo,

interferon tipo | estdo envolvidos na diferenciacéo cellular e defesa contra tumors.

IkBKp (Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhacer in B-cells, kinase beta) -
Fosforila o inibidor do inibidor/NF«kB, causando dissociacdo do inibidor e ativacdo do

NF«B. E encontrada em um comlexo de proteinas.

IL-1p (Interleukin 1, beta) - Citocina produzida por macréfagos ativados como uma
pré-proteina, que € proteoliticamente processada para sua forma ativa pela CASP1.
Importante mediador da resposta inflamatoria, e estd envolvida em uma variedade de

atividades celulares, incluindo proliferacédo celular, diferenciacédo e apoptose.

IL-12A (Interleukin 12A) — Atua na indugdo de IFNy independente de células T e é
importante para a diferenciacéo de células Thl e Th2.

IL-12B (Interleukin 12B) - Atua em células T e NK. Expressa por macrofagos ativados
que serve como indutor essencial para o desenvolvimento de células Thl. Importante
para manutencdo de um numero suficiente de células Thl de memoria/efetoras para

mediar protecdo a longo prazo contra patdgenos intracelulares.

IL-15 (Interleukin 15) - Regula a ativagéo e proliferacdo de células T e NK. Induz a
ativacdo de JAK quinases, assim como a fosforilagdo e ativagdo dos ativadores de
transcricdo STAT3, STATS5 e STATSG.

IL-18 (Interleukin 18) - Citocina pro-inflamatdria que aumenta a atividade NK em

células esplénicas, e estimula a produgdo de IFNy em células T helper tipo I.



IL-6 (Interleukin 6) - Citocina que funciona na inflamacéo e na maturacdo das células
B. Tem demonstrado ser um pirdgeno endégeno capaz de induzir febre em pessoas com
doencas autoimunes ou infecgdes. Produzida primariamente nos locais de inflamagéo
aguda e cronica, onde € secretada no soro e induz resposta inflamatoria transcricional
através do IL-6R.

IRAK1 (Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) - Receptor de IL-1 associado a
quinase 1, uma de duas quinases serina/treonina que se tornam associados com IL-1R
apos estimulo. Esse gene é parcialmente responsavel pelo aumento da regulacdo
induzida pelo IL-1 do fator de transcricdo do NF«kB.

IRF3 (Interferon regulatory factor 3) - Ativa as trancri¢des de IFN a e B. IRF3

desempenha um papel importante na resposta do sistema imune contra infecgdes virais.

IRF5 (Interferon regulatory factor 5) — Paricipa da ativacdo de IFN mediada por virus,
e modulacdo do crescimento celular, diferenciacdo, apoptose, e atividade do sistema

imune.

IRF7 (Interferon regulatory factor 7) - Ativacdo da transcricdo de genes celulares

induzidos por virus, incluindo genes do IFNp.

ISG15 (ISG15 ubiquitin-like modifier) - Ativado apo6s ativacdo por IFN o e p.
Importante na quimiotaxia de neutréfilos, sinalizacdo célula-célula, atividade antiviral

durante infeccdes virais.

JUN (Jun proto-oncogene) - Esse € 0 gene da transformacgdo do virus do sarcoma
aviario 17. Codifica uma proteina que ¢é altamente similar a proteina viral, que interage
diretamente com sequéncias alvo especificas de DNA para regular a expressdo génica.

Juntamente com FOS, faz parte do complexo AP-1.

MAP2K1 (Mitogen-activated protein kinase kinase 1) - Membro da familia de
proteina quinases de dupla especificidade, que atua como uma proteina quinase quinase

ativada por mitdgeno. MAP quinases, também conhecidas como quinases reguladas por



sinais extracelulares, atuam como um ponto de integracdo para mdltiplos sinais
bioquimicos. Essa proteina quinase estimula a atividade enzimética das MAP quinases
apos uma grande variedade de sinais intra e extra celulares. Essa quinase esta envolvida
em muitos processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, regulacdo da

transcri¢do e desenvolvimento.

MAP2K3 (Mitogen-activated protein kinase kinase 3) - Essa quinase é ativada por
estresse ambiental e mitogénicos, e participa da cascata de sinalizacdo mediada por
MAP quinase. E fosforilada e assim ativa MAPK14/p38-MAPK. Essa quinase pode ser
ativada por insulina, e é necessaria para a expressao do transportador de glicose.
Expressdo do oncogene RAS € tido por resultar no acimulo da forma ativa dessa
quinase, que assim leva a acdo constitutiva de MAPK14, e confere transformacéo
oncogénica de células primarias. A inibicdo dessa quinase esta envolvida na patogénese

da Yersinia pseudotuberculosis.

MAP3K1 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1) - Quinase serina/treonina
e € parte de algumas cascatas de transducdo de sinais, incluindo as cascatas ERK e JNK
quinase assim como a via 0 NFxB. E ativada por autofosforilagio e requer magnésio

como um co-fator, fosforilando outras proteinas.

MAP3K7 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7) - Regulacdo da
transcricdo e apoptose. Em resposta ao IL-1, essa proteina forma um complexo quinase
incluindo TRAF6, MAP3K7P1/TAB1 e MAP3K7P2/TAB2; esse complexo é
necessario para a tivagdo do NFkB. Essa quinase também pode ativar MAPKS8/INK,

MAP2K4/MKKA4, e assim possui um papel de resposta celular ao estresse ambiental.

MAPK1 (Mitogen-activated protein kinase 1) - MAP quinases, também conhecidas
como ERKs (quinases reguladoras de sinal extracelular) atuam como ponto de
integracdo para multiplos sinais bioquimicos e sdo envolvidos em uma grande variedade
de processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, regulacdo da transcricdo e
desenvolvimento. A ativacdo dessa quinase requer sua fosforilagdo por outras quinases.

ApoOs ativacdo, essa quinase se transloca para o nucleo de células estimuladas, onde



fosforila alvos nucleares. Um estudo também sugere que essa proteina haja como um

repressor transcricional independente da atividade das quinases.

MAPK14 (Mitogen-activated protein kinase 14) - Essa quinase € ativada por varios
estresses ambientais e citocinas pro-inflamatérias. A ativacdo requer sua fosforilagéo
por MAP quinase quinases, ou sua autofosforilagéo iniciada pela sua interagdo com a
proteina MAP3K7IPL/TABL1. Os substratos dessa quinase incluem regulacdo da
transcricdo do ATF2, MEF2C e MAX, regulacdo do ciclo celular do CDC25B, e
supressdo tumoral do p53, que sugere um papel dessa quinase na transcrigdo relacionada
ao estresse e regulacdo do ciclo celular, assim como a resposta genotoxica ao estresse.

MAPK3 (Mitogen-activated protein kinase 3) - Essa quinase € ativada por outras
quinases, resultando em sua translocacdo para o nucleo, onde ira fosforilar alvos

nucleares.

MAPKS8 (Mitogen-activated protein kinase 8) - Essa quinase € ativada por varios
estimulos celulares, e fatores de transcricdo alvo especificos, e assim medeia expressao
génica imediata precoce em resposta ao estimulo celular. A ativacdo dessa quinase pelo
TNFa e tida como necessaria para a apoptose induzida pelo TNFa. Essa quinase

também esté envolvida na apoptose induzida pela radiacdo UV.

MAVS (Mitochondrial antiviral signaling protein) - Proteina intermediaria necessaria
nas vias de sinalizagao virus induzida por IFNP. E necessaria para a ativacio dos fatores
de transcricdo que regulam a expressdo do IFNP e contribuem para a imunidade

antiviral.

MEFV (Mediterranean fever) - Esse gene codifica uma proteina chamada pirina que é

um importante modulador da imunidade inata.

MX1 (Myxovirus, influenza virus, resistance 1) - Também chamado de MxA. MX1 é
induzido por IFNSs tipo | e tipo Il e antagoniza o processo de replicacdo de varios virus
RNA e DNA.



MYDB88 (Myeloid differentiation primary response gene, 88) - Proteina adaptadora
citosolica que desempenha um papel central na resposta imune inata e adaptativa. Essa
proteina funciona como um transdutor de sinal essencial nas vias de sinalizacdo da IL-1
e TLR. Essas vias regulam a ativacdo de numerosos genes pro-inflamatorios. Pacientes
com defeitos nesses genes possuem uma suscetibilidade aumentada a infecgdes por

bactérias piogénicas.

NFkB1 (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhacer in B-cells 1) - O
NFkB é um regulador de transcricdo que é ativado por varios estimulos intra e
extracelulares, tais como as citocinas, os radicais livres, irradiacdo ultravioleta, e
produtos bacterianos ou virais. O NFkB Ativado transloca-se para o nucleo e estimula a
expressao de genes envolvidos em uma grande variedade de funcdes bioldgicas.
Ativacdo inapropriada de NFkB tem sido associada a um numero de doencas
inflamatorias, enquanto a inibicdo persistente de NFkB leva ao desenvolvimento de

células imunitarias inadequadas ou crescimento celular retardado.

NFxBla (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhacer in B-cells inhibitor,
alpha) - Esse gene codifica um membro da familia do inibidor do NF«kB, que contém
maltiplos dominios anquirina repetidos. A proteina codificada interage com dimeros

REL para inibir o complexo NFkB/REL que est4 envolvido na resposta inflamatoria.

NLRP3 (NLR Family, pyrin domain containing 3) - Interage com a proteina speck-like
associada a apoptose PYCARD/ASC, que contétm um dominio do recrutamento da
caspase, e € um membro do complexo do inflamassomo NALP3. Esse complexo
funciona como um ativador da sinalizagdo de NFxB, e desempenha um papel na

regulacdo da inflamacdo, da resposta imune, e apoptose.

NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) - Primariamente
expresso em leucocitos de sangue periférico. Desempenha um papel na resposta imune a
bactérias lipopolisacaridicas intracelulares pelo reconhecimento do dipeptideo muramil

derivado delas e ativando o NF«B.



OAS2 (2’-5’-oligoadenylate synthetase 2) - Codifica proteinas essenciais envolvidas na
resposta imune inata contra infecces virais. E induzido por IFNs e ativa RNAse

latentes que resultam em degradacdo do RNA viral e inibicdo da replicacao viral.

PIN1 (Peptidylpropyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1) - A regulagéo
conformacional catalizada por essa PPlase tem um impacto profundo em proteinas
chaves envolvidas na regulacdo do crescimento celular, resposta ao estresse genotoxico
e outros estresses, a resposta imune, inducdo e manutencdo da pluripotencia,

desenvolvimento de células germinativas, diferenciacdo neuronal e sobrevivéncia.

PSTPIP1 (Proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1) - A proteina
codificada se liga a cauda citoplasmatica do CD2, um efetor da ativacdo de células T e
adesdo, afetando negativamente a ativacdo de células T iniciadas por CD2. A proteina
codificada parece ser um regulador do citoesqueleto de actina. Além disso é um

regulador negativo do NLRP3 inflamassomo (vide PAPA sindrome).

PYCARD (PYD and CARD domain containing) - Proteina adaptadora que é composta
de dois dominios de interagdo proteina-proteina: um dominio PYD e um dominio
CARD. Esses dominios sdo membros da superfamilia do dominio de morte com 6
hélices que medeiam a montagem de grandes complexos de sinalizacdo das vias de
sinalizacdo inflamatdrias e apoptdticas via ativacdo das caspases. Em células normais,
essa proteina esta localizada no citoplasma; todavia, em células apoptéticas, ela forma
agregados semelhantes a bolas préximas da periferia do nucleo.

PYDC1 (PYD, pyrin domain, containing 1) — Predominantemente expresso em
monocitos, macrofagos e granulocitos. Associa-se com PYCARD/ASC e modula sua
habilidade de colaborar com MEFV/pirina ¢ NLRP3/criopirina na ativa¢do do NF«kB e

pré-caspase 1.

RELA (V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A) - NF«xB é um fator de
transcricdo envolvido em varios processos bioldgicos. Localizado no citoplasma na

forma inativa por inibidores especificos. Apds degradacao do inibidor, 0 NFkB se move



para o nucleo e ativa a transcri¢do de genes especificos. O NFkB é composto de NFkB1
ou NFkB2 associado a REL, RELA ou RELB.

RIPK1 (Receptor, TNFRSF, interacting serine-threonine kinase 1) — Enzima que é
codificada pelo gene RIPK1. Essa enzima exerce funcdo em uma variedade de vias

celulares incluindo a via do NFkB e a morte celular programada.

SPP1 (Secreted phosphoprotein 1) - A proteina codificada por esse gene esta envolvida
na ligacdo dos osteoclastos a matriz 6ssea mineralizada. Esta proteina também é uma

citocina que aumenta a expressao do IFNy e IL-12.

STAT1 (Signal transducer and activator of transcription 1) - Em resposta a citocinas e
fatores de crescimento, membros da familia STAT sdo fosforilados pelas quinases
associadas a receptores, e entdo formam homo ou heterodimeros que translocam ao
nucleo celular onde eles podem atuar como ativadores de transcricdo. Essa proteina
pode ser ativada por vérios ligantes incluindo IFNa, IFNy, EGF, PDGF e IL-6. Essa
proteina medeia a expressdo de uma variedade de genes, que é pensado como sendo
importante para a viabilidade celular em resposta a diferentes estimulos celulares e

patdgenos.

SUGT1 (SGT1, Suppressor of G2 allele os SKP1) - Proteina envolvida na funcdo do

cinetocdro e necessaria para as transicdes G1/S e G2/M.

TBK1 (TANK-binding kinase 1) - O complexo de proteinas do NFkB é inibido pelo
IxB, que inativa 0 NF«kB, aprisionando-o no citoplasma. Fosforilagdo dos residuos de
serina nas proteinas IxB pelas quinases IkB as marca para a destruicdo pela via da
ubiquitinacdo, permitindo a ativacdo e translocacdo nuclear do NFxB. A proteina
codificada por esse gene é similar as quinases IkB e pode mediar a ativacdo do NF«xB

em resposta a certos fatores de crescimento.

TICAML1 (Toll-like receptor adaptor molecule 1) - Proteina adaptadora que contem o
dominio TIR, que é um dominio de sinalizacdo intracelular que medeia interagdes

proteina-proteina entre os TLRs e componentes de transducdo de sinais. Envolvido na



imunidade inata contra patdgenos invasores. Interage especificamente com o TLR3, e
essa associacdo medeia a inducdo de IFNB por dsRNA através da ativacdo do NF«kB

durante uma resposta imune antiviral.

TLR3 (Toll-like receptor 3) — Atua no reconhecimento de patdgenos e ativacdo da
imunidade inata. Restrito as células dendriticas. Reconhece dsRNA associados a

infeccdes virais e induz a ativacdo de NFkB e a producdo de IFNs do tipo 1.

TLR7 (Toll-like receptor 7) - Esse gene é predominantemente expresso no pulmao,
placenta, e bago, e possui uma proximidade com o TLR8, no cromossomo X. TLR7 tem
mostrado ter um papel significante na patogénese de doencas autoimunes, como 0

Lapus Eritematoso Sistémico, assim como na regulacdo da imunidade antiviral.

TLR8 (Toll-like receptor 8) - Esse gene é predominantemente expresso no pulmao e
leucdcitos do sangue periférico, e possui uma proximidade com o TLR7, no
cromossomo X. TLR8 é um receptor endossomal que reconhece sSRNA como 0s virus
Influenza, Sendai e Coxsackie B. TLR8 se liga ao RNA viral e recruta MYD88 que leva

a ativacao do fator de transcricdo NFkB e a uma resposta antiviral.

TLR9 (Toll-like receptor 9) - Esse gene é preferencialmente expresso em tecidos ricos
em células imunes como: o baco, linfonodos, medula dssea e leucocitos do sangue
periférico. Esse receptor medeia resposta celular a dinucleotideos CpG ndo metilados do

DNA bacteriano para montar uma resposta imune inata.

TNF (Tumor necrosis factor) - Citocina multifunctional proé-inflamatéria
principalmente secretada por macrofagos. Envolvida na regulacdo de um amplo
espectro de processos bioldgicos incluindo proliferacdo celular, diferenciagéo, apoptose,

metabolismo lipidico, e coagulag&o.

TRADD (TNFRSF1A-associated via death domain) - Molécula adaptadora que
contem um dominio de morte que interage com TNFRSF1A/TNFR1 e medeia a

sinalizagdo da morte celular programada e ativagao do NF«kB.



TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3) - Proteinas TRAF se associam e medeiam a
transducgéo de sinal de membros do receptor do TNF (TNFR). Participa da transdugéo
de sinal do CD40. Tida como sendo componente critico do complexo de sinalizacdo do
receptor da linfotaxina-B, que induz a ativacdo do NFxB e morte celular iniciada pela

ligagéo da linfotoxina-p.

TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) - Medeia a sinalizacdo dos membros do
TNFR assim como os da familia Toll/IL-1. Sinais de receptores como os do CD40,
TNFSF11/RANCE e IL-1 tem se mostrado como sendo mediadas por essa proteina.
Também interage com varias proteinas quinases incluindo IRAK1/IRAK, SRC e PKC-
¢, que prové uma ligacdo entre vias distintas de sinalizacdo. Funciona como um
transdutor de sinal na via do NF«kB que ativa IkK em resposta a citocinas pro-
inflamatorias. Também interage com TGF-BR e é necessaria para a ativacdo das
quinases p38 e JNK.

TRIM25 (Tripartite motif containing 25) - Localiza-se no citoplasma. A presenca de
ligagBes potenciais de DNA e dominios de transativacdo-dimerizacdo sugere que essa
proteina possa atuar como um fator de transcri¢do, similar a outros varios membros da

familia TRIM. Possui expressdo aumentada em resposta ao estrégeno.





