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Resumo:

Objetivos: Comparar as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
suspeita de apresentarem mutacao no gene CIASL1 e aqueles com a mutagdo confirmada.
Destacar os achados clinicos, laboratoriais e genéticos dos pacientes com a mutagdo no

gene CIASL, diferenciando as germinativas das somaticas.

Métodos:estudo tipo corte transversal feito com 39 pacientes acompanhados em
diferentes centros de reumatologia do Brasil e com suspeita de apresentarem mutacédo
em CIASL. Os dados foram obtidos através da consulta de prontuarios, formularios
online e entrevistas. Foi realizado um sequenciamento genético de segunda geracao,
além da tabulacdo dos resultados, resumindo as caracteristicas clinicas e laboratoriais

encontradas, correlacionando-as com os dados genéticos.

Resultados:Dos 39 pacientes com suspeita de apresentarem mutagdo em CIAS,
cinco(12,8%) apresentarammutacdo confirmada neste gene. Destes cinco, trés (60%)

possuiam uma mutacdo do tipo germinativa e dois (40%) do tipo somaética.

Conclusdes:Conclui-se com o trabalho a importancia de realizar o estudo genético
daqueles pacientes com sindromes auto inflamatdrias e sem um diagnostico definido,
ressaltando a importancia do sequenciamento de segunda geracao para que seja possivel

rastrear os pacientes falso negativos.
Palavras-chave: Criorinopatias, mutacdo germinativa, mutagcdo somatica, perfil clinico e
laboratorial.

Abstract:

Objectives: Compare the clinical and laboratory characteristics between patients who
have suspicion of presenting mutation in the CIAS1 gene and those with the confirmed

mutation. Highlight the clinical, laboratory and genetic findings of patients with the



mutation in the gene CIAS1, differentiating germline of somatic.

Methods: cross-sectional study, done with 39 patients followed in different
rheumatology centers in Brazil and with suspicion of presenting mutation in CIASL.
Data were obtained from the records of medical charts, online forms and interviews. It
was performed a second generation genetic sequencing, besides the tabulation of results,

summarizing the clinical and laboratory features, correlating them with the genetic data.

Results: Out of the 39 patients with suspicion of presenting mutation in CIAS1 gene,
five (12.8%) had a confirmed mutation in this gene. Of those five, three (60%) had a

mutation of the germline type and two (40%) of the somatic type.

Conclusions: We conclude with the work the importance of performing a genetic study
of the patients with autoinflammatory syndromes and without confirmed diagnosis,
emphasizing the importance of the second generation sequencing so that you can track

the false negative patients.

Keywords: cryopyrin associated periodic syndromes, germline mutation, somatic

mutation, clinical and laboratory profile.

Introducéo

As sindromes hereditarias de febre periodica ou sindromes auto inflamatorias
(Al) s&o doengas raras, caracterizadas por episodios redicivantes de sintomas
inflamatdrios sisttémicos, geralmente associados a febre. A maioria das doencas deste
grupo se manifesta por combinagdes variadas de artrite, serosite, inflamacéo ocular,
inflamag&o no sistema nervoso central e rash cutaneo, além da febre 1. Os episédios de
febre variam de acordo com a doenga, podendo estar ausente, ou durar de dias a

semanas, o0 intervalo de tempo entre 0s episddios pode ser preciso ou irregular.



A maioria das sindromes Al sdo doencas monogénicas afetando moléculas da
imunidade inata. Em clara distingdo com as doencas autoimunes mais conhecidas,
causadas por distarbios em linfocitos T ou B, elementos da imunidade adaptativa, nestas
sindromes ndo sdo observados auto-anticorpos circulantes ou linfécitos T auto reativos,
e as interleucinas(lL) pro-inflamatérias possuem um papel central em sua

etiopatogenia®.

Recentes avangos no entendimento das bases moleculares dos mecanismos de
inflamacdo permitiram a identificacdo de alteracBes genéticas implicadas na génese
dessas doencas ‘. Dentre estes avancos destaca-se a caracterizacdo do inflamassomo, um
complexo de proteinas intracelulares que reconhece patdgenos ou dano celular e regula
a transformacéo das formas inativas de IL1J e IL18 em suas formas ativas, modulando a
resposta inflamatéria. Mutacfes em componentes do inflamassomo, como NOD
(nucleotideoligomerizationdomain) e NALP (pyrindomain—containingprotein), levam a
sua ativacdo aumentada e consequentes manifestacdes clinicas. Mutagdes no gene que
codifica NALP3, também chamada de criopirina, levam as doencas do grupo de

criopirinopatias’.

As criopirinopatias sdo doencas autossémicas dominantes causadas por
mutacdes no gene, CIAS1 (também chamado de NLRP3). CIAS1 codifica uma proteina
chamada criopirina, relacionada com a regulacdo da inflamagéo e da apoptose, esta se
expressa em neutrofilos, mondcitos e condrdcitos. MutagGes em criopirina causam
producdo persistente de IL1p e ativacdo de fatores de transcricdo como o fator nuclear
kB (NF-kB), provocando uma resposta inflamatdéria excessiva 812 Ha trés
criopirinopatias, que representam uma escala de gravidade: a doenca inflamatéria

multissistémica de inicio neonatal (NOMID), também chamada de sindrome CINCA

(crénico-infantil-neuroldgica-cutanea-articular), a sindrome de Mucke-Wells (MWS) e



a urticaria familiar associada ao frio (FCAS). Considerando o espectro de gravidade, a
FCAS é a criopirinopatia menos grave, seguida pela MWS. No extremo de maior
gravidade clinica se encontra a NOMID. As trés sindromes deste espectro clinico se
caracterizam por febre e rash cutaneo urticariforme ndo pruriginoso, e se iniciam na
infancia (ou apds a segunda década de vida na MWS). Podem apresentar também
conjuntivite (FCAS, MWS), uveite (NOMID), surdez neurossensorial (MWS, NOMID),
amiloidose sistémica (FCAS, MWS, NOMID), precipitacdo do surto pela exposicéo ao
frio (FCAS), envolvimento do sistema nervoso central incluindo neurite Optica,
papiledema, meningite cronica asséptica, déficit do desenvolvimento neuropsicomotor
(NOMID), dismorfia facial (NOMID), artralgia ou artrite (FCAS, MWS) e aumento do

volume ésseo por displasia osteocartilaginosa (NOMID).

Apesar dos avangos no entendimento das causas das sindromes
autoinflamatorias, mutacdes germinativas em CIASL1 sdo encontradas em apenas 30 a
60% dos pacientes com achados clinicos compativeis com uma criopirinopatia®*®. Uma
possivel explicacdo para este fato seria a existéncia de outras causas genéticas, ainda
ndo descobertas, que poderiam similar uma criopirinopatia. Contudo, dois estudos
recentes de Saito e Tanaka demonstraram que até 70% dos pacientes com um quadro
clinico de criopirinopatia, mas sem mutacdo germinativa em CIAS1 possuem, na
verdade, mutacGes somaticas nesse mesmo gene, presentes em 4 a 35% das células

sanguineas®®®.

Nesse estudo avaliamos a presengca de mutagdes somaticas no gene CIAS1
(NLRP3), através do uso de sequenciamento genético de segunda geracao, em pacientes
com quadro clinico de NOMID, MWS E FCAS nos quais ndo foram encontradas

mutacBes germinativas pelo método de Sanger. Adicionalmente, avaliamos as



caracteristicas clinicas, laboratoriais e genéticas dos pacientes com suspeita de

apresentarem mutacéo no gene CIASL.

Métodos:

Realizou-se um estudo do tipo corte transversal com pacientes de diferentes
centros de reumatologia no Brasil. A populacdo do estudo baseou-se em pacientes
acompanhados nestes centros e que apresentaram suspeitade apresentaram
criopirinopatias, ou seja, mutacdo em CIAS1.

Os pacientes elegiveis foram identificados efoi solicitada a autorizacéo para que
seus prontuarios fossem utilizados. Apds avaliacdo de critérios de inclusdo, os
prontudrios dos pacientes foram analisados a respeito de dados clinicos, laboratoriais e
genéticos. Os critérios de inclusdo considerados foram todos os pacientes com suspeita
de apresentarem criopirinopatias, sem diagndstico definido.
Foram estudadas varidveis biologicas como sexo e idade, além de caracteristicas
clinicas, laboratoriais e genéticas.

Os dados foram coletados de novembro de 2015 a maio de 2016. Os
responsaveis pelas criancas que preencheram os critérios de inclusdo foram convidados

a participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Os dados coletados foram agrupados em planilha Excel e a analise descritiva
realizada no Epilnfo 3.5.2, envolvendo a distribuicdo de frequéncia para as variaveis
categéricas e medidas de tendéncia central para as variaveis continuas. O nivel de

significancia aceito foi de “p” menor ou igual 0,05.



Esta pesquisa estd de acordo com a Resolugcdo 266/2012 do Conselho Nacional
de Satde. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em Seres

Humanos do IMIP.

Resultados:

39 pacientes foram elegiveis para o estudo e todos eles foram incluidos na
analise. Do total de pacientes com suspeita de apresentarem mutacdo em CIAS, cinco
(12,8%) apresentaram mutacdo confirmada neste gene. Destes cinco, trés (60%)
possuiam uma mutacao do tipo germinativa e dois (40%) do tipo somatica (Tabela 1).

Tanto no grupo de suspeitos como naqueles com a mutacdo confirmada a grande
maioria iniciou os sintomas na faixa etaria entre 0 nascimento e o terceiroano de
vida(61,7%/ 60% ); de uma maneira mais ampla, 34 (94,1%) dos pacientes suspeitos e
quatro (80%) dos pacientes com mutacdo iniciaram o quadro antes dos 20 anos.Em
relacdo ao sexo, no grupo sem mutacdo houve prevaléncia do sexo feminino (64,7%) e
nos pacientes com mutacdo em CIAS1 o sexo masculino prevaleceu (60%). 12
pacientes (35,3%) da amostra com suspeita de mutacdo apresentaram histéria familiar
positiva com sintomatologias similares e um (20%) dos pacientes com criopirinopatia
confirmada apresentava algum antecedente familiar.

Os sintomas de alta prevaléncia encontrados em comum entre os dois grupos
(sem mutacgdo/ com mutagdo)foram: febre (97%/ 80%), presenca de rash(58,8%/ 80%)
dor abdominal (67,6%/ 80%), artralgia (58,8%/ 100%) e dor em membros (58,8%/
80%). Avaliamos ainda outros sintomas, encontrados em menor prevaléncia em ambos
0s grupos, dentre eles: associa¢do da piora do rash com o frio (8,8%/ 40%), presenca de
abscessos cuténeos (5,8%/ 0%), faringite (17,6%/ 40%), hepatoesplenomegalia (32%/

20%), vomitos (29,4%/ 40%), diarreia (35,2%/ 40%),osteomielite (0%/ 0%)uveite



(5,8%/ 0%), papiledema (2,7%/ 20%), atraso no desenvolvimento neuropsicomotor
(17,6%/ 20%) e meningite asséptica (5,8%/ 20%). 10 pacientes (29,4%) com suspeita
da mutacdo apresentaram melhora clinica da doenca e nenhum paciente (0%) do grupo
com mutacdo obteve melhora clinica. Ndo houve 6bitos no presente estudo (Tabela 2).

Levando em consideragdo os sintomas de maior prevaléncia nos pacientes com
mutacdo definida comparados aos sem mutacdo, cabe destacar 0s seguintes:
rashurticariforme (80%/ 26,4%),adenomegalia (100%/ 47%) dor toréacica (60%/ 29,4%)
e surdez (80%/ 17.6%). Inclusive destaca-se que a comparagdo dos sintomas
rashurticariforme, adenomegalia e surdez apresentaram valor estaticamente significativo
com p menor ou igual a 0,05, em favor dos pacientes sem mutacdo em CIAS1 (Tabela
3).

Os dados laboratoriais mais frequentes, em ambos 0s grupos (sem/com mutagéo)
foram: aumento de PCR (85.3%/ 80%), aumento de VHS (79,4%/ 80%) e leucocitose
(55,8%/ 60%).

Dos cinco pacientes com mutagdo no GENE CIASL, trés (60%) deles
apresentaram a mutacdo no exontrés, um (20%) a apresentouno exon sete e o ultimo
(20%) a mutacdo localizou-se no exon numero oito. Em relagdo a identificacdo do
fenotipo da doenca verificou-se que um (20%) dos pacientes apresentava historia
compativel com Urticaria relacionada ao frio, outro possuia sintomas compativeis com
CINCA e o restante (60%) néo foi possivel estabelecer uma definicao clara.

Quando analisadas as diferencas encontradas nos tipos de mutacdo (somatica/
germinativa) destacamos a comparacdo dos seguintes fatos: todos os pacientes com
mutacdo germinativa apresentaram historia de presenca de um eritema
erisipeldide,enquanto que nenhum paciente com mutagcdo somatica apresentou 0 mesmo

sintoma. Também em relacdo a artralgia, verificou-se que 0s pacientes com mutagéo



somatica apresentaram um acometimento oligoarticular, em contraste com o

acometimento monoarticular daqueles com mutacéo germinativa.

Discusséo:

Trinta e nove pacientes foram elegiveis para o estudo e todos eles foram
incluidos na analise. Do total de pacientes com suspeita de apresentarem mutagdo em
CIASL1, cinco (12,8%) apresentaram mutagdo confirmada neste gene. Destes cinco, trés
(60%) possuiam uma mutacdo do tipo germinativa e dois (40%) do tipo somatica. Este

resultadodifere percentualmente do estudo de Saito"®

, que afirma que ate 70% dos
pacientes com achados clinicos positivos para criopirinopatias (CAPS) e sem mutagdo
germinativa em CIAS1 podem apresentar, na verdade, uma mutacdo do tipo somatica.
Em nosso estudo dois pacientes (5,5%) dos 36 com suspeita de CAPS e sem mutacao
germinativa apresentaram mutagdo somatica no gene NLRP3. Essa menor taxa de
positivos pode se dever ao grande nimero de centros envolvidos, o que leva a uma
maior heterogeneidade na selego de pacientes'’ 8202,

Tanto no grupo de suspeitos como naqueles com a mutagdo confirmada,a grande
maioria iniciou os sintomas na faixa etaria entre o nascimento e o terceiro ano de vida.
Esses achados est&o alinhados com a literatura, eumestudo francés de 2010*’mostra a
importancia do achado, pois delimita a idade do aparecimento dos sintomas em até 0s
20 anos, como um critério preditivo positivo quando associado com os sintomas clinicos
das CAPS.Doze pacientes (35,3%) da amostra com suspeita de mutacdo apresentaram
historia familiar positiva e um (20%) dos pacientes com criopironopatia confirmada
apresentava algum antecedente familiar. E comum a auséncia de historia familiar nos

pacientes no espectro mais grave das criopirinopatias, visto que esses pacientes

raramente chegavam a idade reprodutiva. Com o advento de novas drogas, como 0



canaquinumabe, esse quadro deve se reverter e 0s pacientes devem procriar, € mostrar
um padréo autossdmica de heranga, 0 que j& ocorre nas doengas mais leves do espectro,
como urticaria familiar ao frio e Sindrome de Muckle-Wells*?2*.

Os sintomas de alta prevaléncia encontrados em comum entre os dois grupos
foram febre, presenca de rash, dor abdominal, artralgia e dor em membros. Todos 0s
sintomas supracitados sdo comuns em outras doengasautoinflamatorias sistémicas e
seriam verdadeiramente esperados em ambos 0s grupos. Ressaltamos a importancia de
considerar a possibilidade de criopirinopatia mesmo quando a febre né&o for o sintoma
predominante,visto que as Sindromes Muckle-Wells e urticéria relacionada ao frio séo
doengas que apresentam febre mais baixas, podendo ser despercebidas por
familiares’?*’.

Dez pacientes (29,4%) com suspeita da mutacdo apresentaram melhora clinica
da doenca e nenhum paciente (0%) do grupo com mutacdo remeteu 0s sintomas
clinicas. Ressaltamos aqui a dificil conducéo e rara remissdao dos pacientes com CAPS,
informag&o corroborada pelo achado acimacitado®=.

Levando em consideragdo os sintomas de maior prevaléncia nos pacientes com
mutacdo definida comparadas aos sem mutacao, cabe destacar orashurticariforme e a
surdez. O achado do rashurticariforme deve ser destacado pois como ja sugerem
diversos outros estudos, a presenca do mesmo € um importante fator diferenciador da
CAPS com outras doengas auto inflamatorias. A presenca de surdez pode ser outra
ferramenta de orientacdo as CAPS, achado incomum em outras doencas auto
inflamatdrias e bem descrito particularmente em dois espectros da CAPS, na CINCA e
na sindrome de Muckle Wells*"*.

Os dados laboratoriais mais frequentes, em ambos os foramaumento de PCR ,

VHS e leucocitose. Estes sdo achados inflamatorios sistémicos inespecificos, mas de



importancia diagnostica. O estudo francés citado anteriormente®® determina que um
PCR elevado seria outro fator preditivo positivo para CAPS quando associado aos
demais sintomas clinicos*?*,

Em relacdo a identificacdo do fendtipo da doenca verificou-se que um (20%) dos
pacientes apresentava historia compativel com Urticaria relacionada ao frio, outro
possuia sintomas compativeis com CINCA e o restante (60%) ndo foi possivel
estabelecer uma definicdo clara. Em alguns pacientes a definicdo diagnostica torna-se
mais clara devido a um maior numero de sintomatologias e caracteristicas especificas de
cada doenca. Os estudos mostram, porem, que a definicdo fenotipica é algo dificil de ser
realizado, pela similaridade das patologias e pelo quadro clinico em comum entre elas,
fato reiterado na nossa pesquisa™**°.

Com relagdo as mutagdes encontradas, todas afetam os exons 3, 7 e 8, sitios
comuns de variagdes causadoras de criopirinopatias, tanto na forma germinativa como

somatica'tt>%,

Consideracdes Finais

Conclui-se com o trabalho a importancia de realizar o estudo genético daqueles
pacientes com sindromes auto inflamatdrias e sem um diagnostico definido, ressaltando
a importancia do sequenciamento de segunda geragdo para que seja possivel rastrear os
pacientes falso negativos. Destaca-se, também, o qudo fundamental é tracar o perfil
clinico, laboratorial e genético destes mesmos pacientes para que algumas
manifestacOes possam servir como ferramenta de auxilio diagnostico e orientacdo

investigativa.



Estimulamos, assim, que novos estudos sejam desenvolvidos dentro do tema,
para que possamos ampliar nossos conhecimentos acerca das criopirinopatias e mais
ainda das diferencas presentes entre 0s pacientes com mutacbes somaéticas e

germinativas.
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Tabelas:

Tabela 1: Relagbes comparativas numeéricas entre os diferentes grupos estabelecidos e

estudados na andlise da pesquisa

Relagdo (R) / Amostra (A) R/A=%

Pacientes Com mutag¢do em CIAS1/ Total de pacientes da pesquisa 5/39=12,8%

Pacientes com mutacio germinativa/ Total de pacientes com mutagio
em CIAS1 3/5=60%

Pacientes com mutac¢io somatica/ Total de pacientes com mutag¢io em
CIAS1 2/5=40%

Pacientes com mutac¢io somatica/ Pacientes com suspeita de mutagio
em CIAS1 porem sem mutac¢do germinativa 2/36=5,5%

Tabela 2: Dados clinicos de alta e baixa prevaléncia dos pacientes com suspeita de

mutacdo no Gene CIAS1 e aqueles com a mutacgédo definida.

Prevaléncia Dados Clinicos Grupo sem Mutagao Grupo com Mutagao
n/ % n/%
Febre 33/97,0% 4/ 80%
Alta Prevaléncia Presenca de Rash 20/ 58.8% 4/ 80%
Dor Abdominal 23/ 67,6% 4/ 80%
Artralgia 20/ 58,8% 5/ 100%
Dor em Membros 20/ 58,8% 4/ 80%
Rash piora com Frio 3/ 8,8% 2/ 40%
Abscesso Cutaneos 2/ 5,8% 0/ 0%
Faringite 6/17,6% 2/ 40%
Hepatoesplenomegalia 11/ 32% 1/ 20%
Baixa Vomitos 10/ 29,4% 2/ 40%
Prevaléncia Diarreia 12/ 35,2% 2/ 40%
Osteomielite 0/ 0% 0/ 0%
Uveite 2/5,8% 0/ 0%
Papieledema 1/2,7% 1/20%
ADNPM* 6/ 17,6% 1/20%
Meningite Asséptica 2/5,8% 1/20%
Remissdo Clinica 10/ 29,4% 0/ 0%
* ADNPM (Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor)




Tabela 3: Sintomas Clinicos de destaque nos pacientes com mutagdo em CIAS1

Sintoma Clinico Paciente Com Mutagéo

Paciente Sem Mutacao

N/ %

N/ %

RashUrticariform 4/ 80% 9/ 26,4%
e 5/ 100% 16/ 47%
Adenomegalia 3/ 60% 10/ 29,4%
Dor Torécica 4/ 60% 6/ 17,6%

Surdez

0,035
0,05

0,01

Tabela 4: Principais caracteristicas dos diferentes fenotipos

Criopirinopatias (CAPS)

encontrados nas

Manifestacoes Clinicas

Fendtipo Da Heranga Proteina Duragdo da
Criopirinopatia Febre
Sindrome Autossémica Criopirina 6- 24 horas,
autoinflamatoria Dominante mais branda
familiar relacionada ao
frio (FCAS)
Sindrome de Muckle- AutossOmica Criopirina 1 a2dias
Wells (MWS) Dominante

AutossOmica Criopirina Continua

Doenca inflamatéria
multissistémica de
inicio neonatal
(NOMID)

Dominante

mais Especificas
Sintomas
desencadeados pelo frio

Surdez neurossensorial

Atraso do
desenvolvimento,
surdez, meningite
asséptica, papiledema,
alargamento epifisario,
faciestipica




