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New STAT1 gene mutation associated with chronic mucocutaneous candidiasis
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RESUMO ‘

Mutagdes no gene STAT1 (signal transducer and activator of
transcription 1) tém sido identificadas como responsaveis pela
maioria dos casos sindromicos da candidiase mucocutanea
crénica com heranga autossémica dominante (AD). Nesse artigo,
descrevemos uma menina de 7 anos que apresentou candidiase
da mucosa oral e unhas, além de infeccdo disseminada da pele
e couro cabeludo por Microspora gipseum. Recentemente, a pa-
ciente foi diagnosticada e tratada de meningite por Cryptococcus
neoformans. Na familia nao existem outros casos de candidiase.
A avaliacdo imunoldgica incluiu a detecgéo de subpopulagées de
linfécitos (CD3, CD4, CD8, CD20 e células NK), assim como a
dosagem de IgG, IgA, IgM e IgE, subclasses de IgG e autoanti-
corpos. Excluindo-se discreta diminuigcao de CD3, CD4, CD8, NK
e leve aumento de IgG1, os demais exames estiveram dentro da
normalidade. O sequenciamento do exoma detectou uma rara mu-
tacéo em heterozigose no exon 14 do dominio de ligagdo do DNA
(DNA-binding domain) do gene STAT1, ocasionando um provavel
ganho de fungéo (GOF) responsavel pela doenca (Gly384Asp).
Essa variacao foi também identificada pelo sequenciamento de
Sanger, ndo estando reportada nos bancos de dados publicos e
apresentando elevado potencial de dano (indice CADD=32). Sera
interessante contarmos com informagdes clinicas e estudos com
outros pacientes para conhecermos mais essa mutagao patolo-
gica. Além da apresentacéo do caso, discutiremos as formas de
tratamento existentes.

Descritores: Candidiase mucocuténea cronica, fator de
transcricao STAT1, interleucina-17, células Th17.

‘ ABSTRACT

STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) gene
mutations have been identified as responsible for most syndromic
cases of chronic mucocutaneous candidiasis with autosomal
dominant (AD) inheritance. In this article, we described a 7-year-old
girl who presented with candidiasis of the oral mucosa and nails,
as well as disseminated infection of the skin and scalp caused
by Microsporum gypseum. Recently, the patient was diagnosed
and treated for Cryptococcus neoformans meningitis. There are
no other cases of candidiasis in the family. The immunological
evaluation consisted of detection of subpopulations of lymphocytes
(CD3, CD4, CD8, CD20, and NK cells), as well as measurement
of 19G, IgA, IgM, and IgE, 1gG subclasses, and autoantibodies.
Excluding a slight decrease in CD3, CD4, CD8, NK and a minimal
increase in 19gG1, the others were within normal limits. Exome
sequencing detected a rare heterozygous variation in exon 14 of
the DNA-binding domain of the STAT1 gene, causing a probable
gain of function (GOF) responsible for the disease (Gly384Asp).
This variation was also identified by Sanger sequencing, but it
was not reported in public databases and had a high potential for
damage (Combined Annotation-Dependent Depletion [CADD]
score = 32). Having clinical information and conducting studies of
other patients will be helpful to learn more about this pathological
mutation. In addition to the presentation of the case, we will discuss
the existing forms of treatment.

Keywords: Chronic mucocutaneous candidiasis, STAT1
transcription factor, interleukin-17, Th17 cells.
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Introducéo

A candidiase mucocutanea (CM) é caracterizada
por infecgdes por Candida sp., afetando as unhas,
pele, couro cabeludo, mucosa oral e genital. A candi-
diase das mucosas € comum em individuos tratados
com antibiéticos e corticosteroides. A maioria das
mulheres apresenta pelo menos um episédio de
candidiase vaginal durante a vida.

A candidiase mucocutanea cronica (CMC) é uma
doenca caracterizada pela infecgéo cronica e persis-
tente da pele, unhas e mucosas. Pode estar associada
com imunodeficiéncias que afetam a imunidade ce-
lular como acontece na AIDS e na imunodeficiéncia
severa combinada em suas diversas formas, sendo
classificada como CMC doenca’.

A CMC sindrémica (CMCS) ocorre quando esta
associada com outras manifestacdes clinicas infec-
ciosas e autoimunes. Nesses pacientes existe um
disturbio da imunidade mediada pela interleucina
17 (IL-17), citocina reconhecida como responsavel
pela defesa contra a candida e outros fungos, como
o Microsporum sp. A neutralizagdo da IL-17 com
anticorpos monoclonais usados para tratamento da
psoriase tem como efeito colateral a possibilidade
de desencadear candidiase. Mutacdes em diversos
genes podem interferir na imunidade mediada pela
IL-17, podendo ser encontradas também em imu-
nodeficiéncias primarias sem aparente disturbio da
imunidade celular’ 2.

A imunodeficiéncia com mutagdo AD com ganho
de fungéo (GOF) no gene STAT1 (Signal Transducer
and Activator of Transcription-1) é a mais frequente
doenca genética responsavel por CMC sindromica,
relacionada com disfungdo da imunidade atribuida
as células Th17 produtoras de IL-173-5. Os pacientes
apresentam também outras infec¢cées mucocutaneas
bacterianas, virais e fungicas, assim como predispo-
sicdo a autoimunidade. Nesses pacientes observa-
se aumento da fosforilagdo do STATT e deficiéncia
da desfosforilagéo nuclear, levando a diminuigéao da
transcricdo que afeta a liberacdo de IL-17A e IL-17F
e outras citocinas®.

Na ultima década foram descritos muitos pacientes
com mutacéo do tipo GOF no gene STAT1, sendo que
um estudo internacional analisou 274 pacientes de
167 familias. As mutacdes ocorrem principalmente no
dominio de dupla espiral (doble coiled-coin domain)
em 62% dos pacientes e no dominio de ligacdo com
o DNA (DNA-binding domain) em 35%. A média de
idade foi de 22 anos, sendo que 98% dos pacientes

apresentavam CMC. Frequentemente tiveram infec-
¢bes por Staphylococcus aureus na pele e aparelho
respiratorio (36%), assim como infecgdes virais, na
maioria, herpética (38%). Alguns pacientes foram
acometidos por autoimunidade (37%), como hipo-
tireoidismo (22%) e diabete tipo | (4%). Aneurisma
cerebral (6%) e cancer (6%) foram as comorbidades
de pior progndstico®.

Outra doenca responsavel por quadro sindrémico
de CMC é a imunodeficiéncia primaria autossémica
recessiva (AR), conhecida por sindrome de Hiper-IgE,
e que acontece pela mutacdo no gene STAT3. Nessa
patologia existe diminuicdo importante de células
Th17 e da IL-17A e IL-22 decorrente da sinaliza¢ao
inadequada de STATS3. Os pacientes sao suscetiveis
a CMC, infecgdes da pele e pulméao com estafilococo,
além de eczema, IgE elevada, retencdo dentaria e
face caracteristica.

Pacientes com deficiéncia AR dos genes da
proteina p40 e do receptor de IL-12 (IL-12p40 e IL-
12RpB1) podem ter susceptibilidade as micobactérias
e salmonelas’. Ocasionalmente desenvolvem CMC
sindrémica por diminuigao de IL-17A e INF-y.

Pacientes com a sindrome Poliendocrinopatia
Autoimune com Candidiase e Distrofia Ectodérmica
(APECED) apresentam-se na infancia com a combi-
nagcdo de candidiase, hipoparatireoidismo, hipogo-
nadismo e insuficiéncia suprarrenal autoimune. Eles
também apresentam alopécia areata, vitiligo e distrofia
ectodérmica. A doenca é causada por mutacdes AR
no gene AIRE (21922.3) que codifica para o fator de
transcricdo envolvido em mecanismos de tolerancia
imunolégica que contribui para a selecao negativa de
linfécitos autor-reativos no timo, linfonodos e bago. Um
disturbio imunoldgico faz com que exista a produgéo
de anticorpos contra a IL-17A, IL-17F e ou IL-22. A
autoimunidade é responsavel pelo ataque aos 6rgaos
enddcrinos, assim como contra a imunidade mediada
pela IL-172.

Pacientes com deficiéncia AR de CARD9 (caspase
recruitment domain-containing protein 9) desenvol-
vem infecgdes com micobactérias e também CMC
sindrémica e invasiva, associada com dermatofitose.
Raros pacientes foram identificados com esta sindro-
me8. A CARD9 é uma proteina de sinalizagdo com
papel importante na imunidade inata e adaptativa,
permitindo uma cascata de citocinas inflamatérias
responsaveis pela defesa contra fungos.

Definiu-se como CMC doencga (CMCD) a patologia
que afeta os pacientes na auséncia de outros sinais
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clinicos proeminentes, referindo-se aos pacientes
com CMC como fendtipo clinico principal. A etiologia
néo esta relacionada com genes que causam imuno-
deficiéncia severa combinada ou com outras imuno-
deficiéncias, nem com 0s genes responsaveis pela
CMC sindrémica. Quatro tipos de alteragdes genéticas
existem associados com esse fendtipo. Deficiéncia AR
do receptor de IL-17A, IL-17C e do ACT1, além da
deficiéncia AD de IL-17F. Cada um desses defeitos
tem impacto na sinalizacédo de IL-17, com diminui¢éo
da imunidade a candida e CMCD?2.

Descricédo do caso

Paciente com 7 anos, sexo feminino, apresentou
candidiase nas unhas e mucosa oral desde o primeiro
ano de idade. A paciente consultou em diversas es-
pecialidades. Na Pediatria, acompanhou desnutricao
e infeccdes bronco-pulmonares. Na Otorrino, tratou
otite média serosa com eventual colocagéao de tubos
de aeragéo. Recentemente foi identificada a presenca
do acaro Demodex folliculorum na secrecao do ouvido
externo. Na Dermatologia diagnosticaram CMC com
todas as unhas afetadas e dermatofitose extensa
(Microspora gypseum), atingindo a pele e couro ca-
beludo, tendo sido internada por essa causa.

Um quadro clinico grave aconteceu posterior-
mente, sendo internada com cefaleia intensa, febre,
bradicardia e rebaixamento do sensoério. Além disso,
apresentou tosse, secre¢&o no ouvido direito, desnu-
tricao e onicomicose. Foi diagnosticada meningite por
Cryptococcus sp., tendo sido tratada com fluconazol,
anfotericina B e flucitosina, além de ciprofloxacino.
O Rx de térax mostrou infiltrado pulmonar, adeno-
patias e escavacdes no lobo superior direito. Na
tomografia de térax observou-se aspecto de vidro
fosco e escavacdes. Pesquisa direta, teste de latex e
cultura no liquor foram positivos para Cryptococcus
neoformans.

Do ponto de vista imunoldgico, a paciente apresen-
tou discreta linfopenia (CD3, CD4, CD8 e NK), imu-
noglobulinas normais e leve aumento de subclasse
de IgG1. As demais subclasses foram normais, assim
como auséncia de autoanticorpos (Tabela 1). Em
relacéo a linfopenia, os achados nao tém explicacéo
adequada, mesmo por terem sido flutuantes e nao re-
fletirem uma definitiva citopenia, entretanto, a paciente
sofre de uma clara deficiéncia do seu sistema imune
em relacdo as defesas contra infecgdes fungicas. A
paciente recuperou-se sem sequelas da meningite,
estando em acompanhamento ambulatorial.

A CMC foi considerada sindrémica pela diversi-
dade de infecgdes, assim como pela identificacao
por sequenciamento do exoma de uma rara mutagao
GOF no exon 14 do dominio de ligagédo com o DNA do
gene STAT1 (Gly384Val), causando a doenga (Figura
1). Essa mutagao, em heterozigose, ainda nédo estava
reportada nos bancos de dados internacionais, entre-
tanto, outras mutagbes patogénicas semelhantes ja
foram publicadas (Gly384Asp e Gly384Cys).

Foi calculado o valor do CADD (combined
annotation dependent depletion), sendo uma
ferramenta Util para predizer a gravidade das
variantes/mutacoes de nucleotideos encontradas num
individuo. Para o valor encontrado de 32, considera-
se ter um alto potencial de dano®.

Discussao

O tratamento de pacientes com mutagdes em
STAT1 tem sido realizado com medicagdes antibac-
terianas, antivirais, antifungicas e eventualmente com
imunoglobulina endovenosa e imunossupressores. A
problematica que envolve esses pacientes é decorren-
te da falta de terapéutica efetiva na reducado ou cura
da infecgéo crénica e ou da autoimunidade. Existem
duas tentativas de intervencao, além do tratamento
sintomatico, devendo-se citar o uso de ruxolitinib,
droga inibidora de JAK1/2 usada no tratamento da
mielofibrose, e o transplante de células-tronco he-
matopoiéticas (TCTH). O uso de imunossupressao
para tratar casos associados com autoimunidade tem
demonstrado piorar os processos infecciosos.

O tratamento de uma crianga de 12 anos de idade
com mutagdo GOF em STAT1 e CMCS recalcitrante
demonstrou ser clinicamente reversivel in vitro e in
vivo com ruxolitinib. A melhora clinica foi alcangada
apos 8 semanas de tratamento, via oral, quando foi
conseguida a supressao da fosforilagédo de STATT,
STAT3 e STAT5 induzida pelo IFN-y e IFN-o.. A
piora clinica aconteceu concomitantemente com
o aumento da atividade de fosforilagdo de STATT,
apos a retirada da medicagéo, voltando ao normal
com a reintroducao°.

Um paciente de 10 anos com CMCS e citopenia
autoimune foi tratado com ruxolitinib, observando-
se aumento da fosforilagdo de STAT1, sem afetar
a cinética da desfosforilacao. Foi observado que o
paciente normalizou a diferenciacdo de linfécitos
Th17, curou a candidiase e obteve remissdo da
citopeniall.



Nova mutagdo no gene STAT1 associada com candidiase mucocutanea crénica — Jobim M et al. Arq Asma Alerg Imunol —Vol. 4, N° 3, 2020 357

Tabela 1
Exames laboratoriais do caso clinico

Teste laboratorial Paciente Controle normal p/ idade/sexo
CD3 1.152 1.424-2.664/pL
CD4 620 767-1.592/uL
CD8 432 553-1.127 pL
CD20 882 303-667/uL
NK 115 227-668/uL
IgG 1.498 540-1.800 mg/dL
IgA 128 21-291 mg/dL
IgM 91 41-183 mg/dL
IgE 86 100-140 Ul/mL
1gG1 14.200 3.770- 11.310 mg/L
IgG2 2.040 680-3.880 mg/L
IgG3 373 158-890 mg/L
IgG4 68 12-1.699 mg/L
FAN Negativo
Fator reumatoide Negativo
FLET el bt rrrr e e rrelTl
ACAT T TTG G C AC GCACAC ACA TTTTSG GGCACGC ACAC
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Figura 1
Sequenciamento do exon 14 do dominio de ligagdo com o DNA do gene STAT1. Observa-se
rara mutagdo GOF em heterozigose (Gly384Val) em relagdo ao DNA controle
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Uma crianca de 3 anos de idade com a mutacéo
GOF do STAT1 (1154C>T, Thr385Met), presenga de
severa autoimunidade (citopenia, hepatite autoimune
e disfuncgao renal) e com susceptibilidade a infecgdes
(candida e CMV), foi tratada com ruxolitinib. O nivel
de IL-17 nao aumentou, mas o INF-y diminuiu apds
o quarto més de tratamento. A fosforilacao de STAT1
diminuiu significantemente apds estimulacdo das
células com INF-y. O paciente estava no sexto més
de ruxolitinib quando publicaram a experiéncia, tendo
melhorado da autoimunidade e controlada a infecgéo
por CMV e candidiase'2.

Os riscos do uso do ruxolitinib foram sinaliza-
dos, apds a andlise de dois pacientes adultos com
mutagdes no STATT. Eles apresentavam infec¢des
importantes, o primeiro com Trichophiton interdigi-
tale e Trichophiton mentagrophite, e o segundo com
coccidioidomicose. Ambos foram tratados com 20 mg
de 12 em 12 horas da medicagéo oral e foram anali-
sados in vitro para observagao dos efeitos. Nenhum
dos dois pacientes melhorou, embora tenham inibido
a fosforilagdo ex vivo e in vitro de STAT1. Nao foi
observado aumento do ndmero de linfécitos Th17 e
da produgéo de IL-17. Com isso, o estudo concluiu
que a dose do medicamento para alcancar os efeitos
clinicos desejados deve ser maior do que a dose
aprovada para uso, pelo menos para os fungos que
os pacientes apresentavam’3. As publicacdes que
mostram efeito benéfico em pacientes com a mutacéo
GOF no STAT1 foram todas com CMC e nao com
outros fungos invasivos.

O transplante de células-tronco hematopoiéticas
(TCTH) tem sido usado em pacientes com sintomas
severos decorrentes de mutagcées em STAT1 (GOF),
entretanto, esse tratamento ndo esta bem estabele-
cido devido a alguns resultados insatisfatérios. Um
estudo com 15 pacientes de uma coorte internacional
foi publicado'. Todos os pacientes tinham mutagdes
em heterozigose, tanto no dominio de dupla espiral
(doble coiled-coin domain) como no dominio de liga-
¢ao com o DNA (DNA-binding domain). O enxerto foi
aceito em 75% dos casos, entretanto, a sobrevida
foi somente de 40%. Seis pacientes sobreviveram
ao primeiro ano do transplante, e nove faleceram.
Entre os sobreviventes, cinco tiveram reconstituicao
completa e um apresentou quadro de quimera mista.
O intervalo sem doencga apds o transplante foi pe-
queno. Infecgbes ocorreram em todos os pacientes
antes do transplante, especialmente por fungos.
Doze pacientes apresentaram CMC nas unhas,
pele, mucosa oral e trato gastrointestinal. Cinco pa-

cientes apresentaram infecgdes fungicas invasivas,
incluindo aspergilose pulmonar, candidemia e me-
ningite por criptococos. Infecgbes pulmonares foram
frequentes, com bactérias que inclusive causaram
septicemia. Outros virus também foram observados
como varicela zoster, CMV, EBV, BK virus, parvo-
virus B19 e herpes simples tipo 6. Infeccdes com
micobactérias foram identificadas em trés pacientes.
Autoimunidade foi observada em 10 pacientes que
apresentaram sindrome semelhante a IPEX (imuno-
deficiéncia, poliendocrinopatia e enteropatia ligada
ao X), neutropenia, anemia hemolitica, tireoidite e
diabete. Histiocitose hemofagocitica (HLH) aconteceu
em dois pacientes e a deficiéncia de anticorpos
foi observada em nove, tendo sido tratadas com
imunoglobulina EV. Defeitos da imunidade celular e
humoral ocorreram independentes da presenca de
autoimunidade. A conclusao dos autores foi de que
o TCTH em pacientes com mutacdes GOF no gene
STAT1 pode ocasionar a cura do paciente, mas as
complicagdes associadas podem levar a falha se-
cundaria do enxerto e diminuicdo da sobrevida. A
critica que se pode fazer ao trabalho é de que os
pacientes foram tratados por equipes e protocolos
diversos, prejudicando a analise dos resultados. Os
transplantes, nos casos mais graves, talvez devam
ser realizados precocemente.

Dois pacientes foram transplantados recentemen-
te, sendo que o primeiro com sangue de cordao um-
bilical de gémeo HLA idéntico, e o0 segundo recebeu
a medula éssea de doador nao relacionado, mas com
compatibilidade total no sistema HLA. O paciente que
recebeu o sangue de cordao recuperou-se totalmente,
entretanto o outro apresentou infec¢éo sistémica com
CMV, falha do enxerto e hemorragia pulmonar fatal.
A desregulacao da producgéo de IFN-y, a supressao
da resposta de IL-17 e o aumento da fosforilagdo
de STATT foram normalizados apos o transplante no
primeiro paciente. A conclusao é que o TCTH pode
ser uma alternativa de cura para os pacientes com
doenca progressiva que nao respondem adequada-
mente ao tratamento convencional.

No caso do paciente relatado nao existe doa-
dor na familia, sendo necessaria a identificacdo no
REDOME (Registro de Doadores de Medula Ossea)
para um transplante com doador adequado. No en-
tanto, desistimos de indicar o transplante devido aos
resultados inconsistentes da literatura. O tratamento
com a medicacao oral ruxolitinib é extremamente
dispendioso, estando o paciente esperando resultado
de solicitagéo oficial.
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Este caso clinico chama a atencéo para os pa-
cientes com infecgdes fungicas graves, associadas
com infec¢des bacterianas e autoimunidade. Esses
pacientes devem ser avaliados genética e imuno-
logicamente para as diversas possibilidades de
defeitos na imunidade decorrentes da IL-17, citocina
responsavel pela CMC sindrémica.
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