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O sistema NADPH oxidase fagocitico humano possui um papel importante na
defesa contra microorganismos intracelulares, incluindo micobactérias. Mutacdes nas
subunidades deste sistema resultam na Doen¢a Granulomatosa Cronica (DGC). O gene
CYBB, localizado no cromossomo X, codifica a subunidade gp91phox, e mutagdes neste
gene sdo responsaveis por cerca de 60% dos casos de DGC. Cerca de 40 anos depois da
identificacdo de DGC, foi identificado o primeiro dos 13 defeitos genéticos associados a
Susceptibilidade Mendeliana a Micobacteriose, participantes do eixo IL12/23-IFN-y.
Baseado no fato de que ambas as doengas predispdem a infec¢des por micobactérias e que
o IFN-y is € um importante ativador do gene CYBB os autores se propuseram a estudar as
caracteristicas clinicas de pacientes latino-americanos com DGC e o sistema NADPH
oxidase e expressdao do gene CYBB em pacientes com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y. Em
relacdo as caracteristicas clinicas: historia familiar de infecgdes graves e/ou de repeticao,
bem como reagdo adversa a vacina BCG, linfadenopatia, abscessos de pele e profundos
estavam associados a DGC, em comparacdo com nao-DGC avaliados pelo laboratério.
Defeitos nos receptores IFNGR1 e IFNGR2 e cadeia B1 do receptor de IL-12 podem
apresentar expressao do gene CYBB e atividade do sistema NADPH oxidase diminuida ou
abolida, chegando a niveis comparaveis a um paciente com DGC. O IFN- y e seus
receptores sdo essenciais para o desenvolvimento e ativagdo do sistema NADPH oxidase, e
pacientes com comprometimento da funcdo deste sistema devem também ser avaliados para

defeitos do eixo IL12/23-IFN-y afetando secundariamente o sistema NADPH oxidase.
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The NADPH phagocytic oxidase system plays a crucial role in host defense against
intracellular microorganisms, including mycobacteria. Mutations affecting subunits of this
system result in Chronic Granulomatous Disease (CGD). The CYBB gene, located in the X
chromosome, encodes gp91phox, and mutations on this gene account for more than 60% of
CGD cases. Almost 40 years after, the first of 13 different genetic disorders associated with
Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Diseases (MSMD), was identified. The genes
responsible for MSMD are part of the IL12/23-IFN-y axis. Based on the fact that both the
diseases predispose to mycobacterial infections and that IFN-y is an important activator of
CYBB gene, the authors aimed to describe clinical aspects of Latin American CGD patients
and investigate if the NADPH oxidase system function and gp91phox expression would be
affected in patients with defects in the IL-12/23-IFN-y axis. Regarding clinical features
familial history of recurrent and sever infections, as well as adverse reactions to BCG
vaccine, lymphadenopathy, skin and profound abscess were associated to DGC when
compared to clinical features of non-CGD evaluated in the laboratory. Defects of IFNGR1
and IFNGR?2 and IL12RB1 may present diminished or abolished gene expression of CYBB
and activity of NADPH oxidase system ate levels of a CGD patient. Based on that, we can
conclude that IFN- y and its receptor are essential for development and activation of
NADPH oxidase system. In addition, patients who present an impaired superoxide release
and/or failure on expressing gp91phox should also be evaluated for IL12/23-IFN-y axis

affecting secondarily the NADPH oxidase system.
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Os fagocitos, células do sistema imune inato, sdo elementos fundamentais na
primeira linha de defesa do organismo contra microrganismos patogénicos (Burg and
Pillinger, 2001).

As células do sistema fagocitico sao da linhagem mielomonocitica e tém
capacidade de reconhecimento, ingestdo e lise de microrganismos. Além disso, por meio
dos produtos do burst respiratdrio, importantes para a morte de microrganismos fagocitados
junto com as enzimas lisossomais, estas células também estio relacionadas a lesdo tecidual
associada a reacdes inflamatdrias, regulacdo de outras células da resposta imune e
moléculas de sinalizagdo intracelular, como as envolvidas no processo de apoptose
(Karlsson and Dahlgren, 2002).

Os fagocitos exercem fun¢ao imunomoduladora no sistema imune, promovendo
inclusive ativacao de células do sistema imune adaptativo, através da liberacdo de citocinas
As principais citocinas liberadas células fagociticas sdo a interleucina 1§ (IL-1p), o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), a IL-6, a IL-8 (também denominada CXCLS8) e a IL-12 (Tabela
1) (Cheng and Kunkel, 2003; Fialkow et al., 1997; Kobayashi, 2008).

Tabela 1: Principais citocinas secretadas por macrofagos em resposta a um estimulo
bacteriano

Citocina Funcéo
IL-1B Ativagdo do endotélio vascular e linfocitos; destrui¢ao tecidual local e aumento do
acesso das células efetoras ao local da inflamagao.
TNF-a Ativagdo e aumento da permeabilidade vascular, que leva a um aumento da

passagem de IgG, complemento e células para os tecidos ¢ aumento da drenagem
de liquidos para os linfonodos.

IL-6 Ativacdo de linfocitos; aumento da producdo de anticorpos.

CXCLS Fator quimiotatico que recruta neutrofilos, basofilos e células T para o local da
infec¢do.

IL-12 Ativacdo de células NK; indugdo da diferenciagdo de células T CD4 em células
Tyl.

Adaptado de Janeway (Janeway)
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Defeitos em numero, mecanismos efetores ou fun¢des imunomoduladoras de

fagdcitos resultam em diversas imunodeficiéncias primarias, com quadro clinico variavel,

porém geralmente grave, conforme classificagao abaixo (Tabela 2) (Geha et al., 2007).

Tabela 2: Classificacio atual das imunodeficiéncias primarias fagocitarias.

23

Células ~ Caracteristicas Defeito
Doenca Funcio afetada . Heranca L
afetadas associadas geneético
- N Diferenciagao Mielodisplasia AD ELA2
3 celular
Neutropenias N Diferenciagdo | 2o cosenia BT | AD GFI1
congeénitas graves celular
Diferenciagdo Neutropenia
N ¢ refrataria ao G- AD G-CSFR
celular
CSF
4. | Doenga Kostmann | N Diferenciagao AR HAXI1
celular
Neutropenia Oscilagdo de
5. eutrop N ? outros leucocitos e | AD ELA2
Ciclica
plaquetas
Neutropenia
6. | ligada ao X/ N+M ? Monocitopenia XL WASP
Mielodisplasia
Deficiéncia de N+M Biogénese dos .
7. P14 Melanécitos | endossomas Neutropenia AR MAPBPIP
Adesao, Atraso na queda
N+M quimiotaxia, do coto umbilical,
8. | LAD tipo 1 endocitose, ulceras de pele, AR ITGB2
L+NK . . . . .
citotoxicidade periodontite,
T/NK leucocitose
LAD-I, grupo
9. | LAD tipo II N+M Ro.lar'nentg, sanguineo hh e AR FUCTI
quimiotaxia GDP
retardo mental
Defeito da
ativacdo de
10. | LAD tipo II L+NK Adesdo LAD-L tendéncia |, p Rapl
a sangramento mediada por
integrinas
B1-3
Deficiéncia de Adesao, Alteracdo da
11. N quimiotaxia, cicatrizagao, AD RAC2
Rac 2 ~ ] .
producdo de O,” | leucocitose
1. Defmenma de B- N+M Mobilidade Rgtardo mental, AD ACTB
actina celular baixa estatura
. . Quimiotaxia
13. 'Perloc'lonnte' N induzida por Ape;nas . AR FPRI
juvenil localizada . , periodontite
formilpeptideo
14. | Sindrome de N+M Quimiotaxia Periodontite, AR CTSC
Introducdo




Papillon-Lefévre hiperqueratose
palmo-plantar
Deficiéncia de Neutréfilos com
15. | granulos N Quimiotaxia , . AR C/EBPE
. nucleo bilobulado
especificos
Pancitopenia,
Sindrome de insuficiéncia
16. | Shwachman- N Quimiotaxia pancreatica AR SBDS
Diamond exbgena,
condrodisplasia
17 DGC ligada a0 X N+M ﬁ?{;@egg Grupo sanguineo XL CYBB
) (relacionada a fenotipo McLeod
producdo de O,)
18. DGC autossomica Iﬁ?;tgeeﬁg CYBA
- . N+M ) . AR NCF1
20, | recessiva (relac10~nada a NCF2
produgdo de O,)
Deficiéncia Morrte do .
21. | neutrofilica de N-+M patogeno \ Anem1a'1' XL G-6PD
G6PD (rela010~nada a Hemolitica
producdo de O,)
Deficiéncia da
cadeia B1 dos Produgdo de
22. receptores de IL- LANK IFN-y AR IL-12Rp1
12 e [L-23
Deficiéncia de IL- Producdo de
23 12p40 M IFN-y AR IL-12p40
n Ligacao do IFN-
24. ]r)eiggg?g: I(}:(}\I—y M+L ve pgsteiior ?g’ IFNGRI1
sinalizagao
Deficiéncia do Ligacdo do IFN-
25. | receptor 2 do M+L Y € posterior AR IFNGR?2
IFN-y sinalizag8o
Deficiéncia de Sinalizagdo de
26. | STAT-1 M+L IEN o/p/ AR STATI
(2 formas) i
Sinalizagdo de
IFN-y AD

(N) neutrofilos; (M) mondcitos; (L) linfocitos; (NK) natural killer; (IFN) interferon; (LAD) Defeito de Molécula de
Adesao; (DGC) Doenga Granulomatosa Cronica; (G6PD) glicose-6-fosfato-desidrogenase; (AR) autossomica

recessiva; (AD) autossomica dominante; (XL) ligada ao X.

Nesta tese investigamos aspectos especificos de dois grupos de doengas: a

Doenga Granulomatosa Cronica e os Defeitos do Eixo IL12/23-1FNy.
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1.1. Doenca Granulomatosa Cronica

A Doenga Granulomatosa Crdnica ¢ caracterizada por defeito microbicida
congénito secundario a falha na producao de reativos intermediarios do oxigénio (Berendes,
1957; Bridges, 1959; Quie et al., 1967).

O sistema que produz os reativos intermediarios do oxigénio ¢ denominado
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase). Este sistema ¢
composto pelas seguintes subunidades: p47-phox, p67-phox e p40-phox, que sio
encontrados na forma de um complexo no citosol de neutrofilos ndo ativados; rac2, uma
proteina citosoélica tipo ras; p22-phox e gp91-phox, que sdo componentes da membrana e se

associam formando o citocromo bsss (cit bsss) (Burg and Pillinger, 2001) (Figura 1).

gp91-phox p22-phox

_T

cm e o————

pa47-phox e

p67-phox

Figura 1: Sistema NADPH oxidase. As 2 subunidades de membrana, gp91-phox e p22-
phox, formam o citocromo bsss. No citosol, apds estimulo para ativacdo do sistema, as
proteinas p40-phox, p47-phox e p67-phox formam um complexo que sofrem alteragdes
conformacionais e translocam-se até¢ a membrana, ligando-se ao citocromo bsss. E no interior

da gp91-phox que ocorre a transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular.
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Este sistema tem como funcao a producao de compostos reativos do oxigénio, a
partir da transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio (O;) no interior da
subunidade gp91-phox (Klebanoff, 1993; Klebanoff and Nathan, 1993; Pacelli et al., 1995).

O gene CYBB codifica a glicoproteina gp91-phox ¢ componente fundamental
para o sistema NADPH oxidase, uma vez que ¢ no seu interior que ocorre a transferéncia de
elétrons para o oxigénio molecular e se inicia o processo de formacdo dos reativos
intermediarios do oxigénio (Segal, 1996; Shatwell and Segal, 1996).

O superoxido, um oxidante microbicida relativamente fraco, ¢ metabolizado em
um produto mais toxico, o peroxido de hidrogénio (H,O,) pela enzima superoxido
dismutase (SOD). O H;0,, por sua vez, ¢ convertido em acido hipocloroso (HOCI) e anion
hidroxila pela mieloperoxidase (Leusen et al., 1996).

Os neutrofilos ativados também convertem anion nitrito (NO;") nos oxidantes
pré-inflamatoérios nitril cloridrico (NO,Cl) e NO, por uma via mieloperoxidase-
dependente. A o6xido nitrico sintase induzivel e a mieloperoxidase localizam-se nos
granulos primarios dos neutréfilos, sugerindo que os produtos destas vias - NO,CI,NO, e
O, misturam-se no vacuolo fagocitico, formando novas vias de defesa (Eiserich et al.,
1998; Evans et al., 1996).

O sistema NADPH oxidase pode ser induzido por diversas -citocinas,
particularmente IFNy e TNFa em mondcitos e granulocitos (Cassatella et al., 1990;
Condino-Neto et al., 1998; Schapiro et al., 1991). O efeito do IFNy no sistema NADPH
oxidase ¢ bastante evidente em resultados de estudos que demonstram que o estimulo com
esta citocina promove aumento na expressao de gp91-phox em fagocitos de pacientes com
forma variante de Doenga Granulomatosa Cronica (DGC) devido a mutagdo no gene CYBB

(Ezekowitz et al., 1987), bem como melhora do processo de splicing e conseqliente
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aumento da estabilidade de transcritos deste gene em fagocitos de pacientes com DGC
(Condino-Neto and Newburger, 2000; Ishibashi et al., 2001).

A regidao proximal do promotor (-450 to +12 bp) do gene CYBB ¢ suficiente
para prover sua regulagdo transcricional pelo IFN-y (Figura 2). Este elemento do promotor
contém sitios de ligacdo para importantes repressores e ativadores de transcri¢ao. Multiplos
sitios de ligagdo para o repressor CCAAT displacement protein (CDP) medeiam a restri¢ao
da expressdo do gene CYBB em células mieldides maduras (Catt et al., 1999; Luo and
Skalnik, 1996; Skalnik, 2002), em coopera¢ao com a proteina matrix attachment region-
binding protein STAB1 (Hawkins et al., 2001). Um dos sitios de reconhecimento do CDP
também liga a proteina repressora homeobox protein HoxA10 (Lu et al., 2003), a qual
desacopla deste complexo apos fosforilagdo em tirosina do componente HoxA 10 durante a
inducdo da diferenciagdo da linhagem U937 com IFN-y permitindo sua liberagdo e
reposicao pelo ativador transcricional HoxA9 (Bei et al., 2005).

Mutagdo nos genes que codificam as subunidades p47-phox, p67-phox p22-
phox e gp91-phox resultam na falha de produ¢do de compostos reativos do oxigénio, com
conseqiiente falha no processo de lise do patégeno intracelular e predisposicdo a infecgdes,
caracterizando a Doen¢a Granulomatosa Cronica (DGC) (Berendes et al., 1957; Bridges et
al., 1959; Quie et al., 1967).

A DGC caracteriza-se clinicamente como imunodeficiéncia grave e rara, com
incidéncia estimada entre 1/200.000 e 1/250.000 nascidos vivos por ano (Winkelstein et al.,
2000). Os quadros infecciosos por bactérias catalase positivas como Staphylococcus aureus
e bacilos gram-negativos, micobactérias e fungos como Aspergillus, Candida ¢ Nocardia,

ocorrem predominantemente em locais considerados barreiras naturais do organismo

(Forrest et al., 1988; Segal et al., 2000).

Introducdo
27



Regiiio controladora do gene CYBB

v i1 § 1 I
-29kb -28kb -15kb -12kb

S~ N

30kb D 20kb T _]()kb - L

-GGAAAGCCCC-

-500b -400b

Figura 2: Regido promotora do gene CYBB. Observe os locais de atuagdo do IFNy
através do fator regulador do interferon (IRF) e dos elementos de resposta estimuladora do
IFNy (ISRE) na regido promotora proximal do gene CYBB. Na regido entre -10 e -20kb esta

o local de ligacdo do NF-«xB.

Linfonodos que drenam areas de barreira, bem como infec¢des acometendo
figado, pancreas, 0ssos e sistema nervoso central também sdo acometidos por processos
infecciosos (Forrest et al., 1988).

Granulomas decorrentes da atividade inflamatéria persistente provocam
quadros de obstrug¢do em visceras ocas, tais como 6rgaos do trato gastrointestinal e urinario

(Bridges et al., 1959; Landing and Shirkey, 1957; Segal, 1988). A patogenia do processo
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que leva a formacao dos granulomas ainda nao esta esclarecida, podendo ser resultado da
persisténcia da resposta inflamatoria devido a falha na ativacdo de fatores quimiotaticos
pelo sistema mieloperoxidase (Ohno et al., 1986) ou a falha no clareamento de material
antigénico dos locais onde ocorreram infec¢des (Chin et al., 1987).

Cerca de 60% dos casos de DGC correspondem a forma ligada ao X, por
mutagdo no gene CYBB, o qual codifica a glicoproteina gp91-phox (Dinauer et al., 1987;
Winkelstein et al., 2000). Nas formas autossdmicas recessivas ¢ afetado um dos
componentes citosélicos da NADPH oxidase, respectivamente a p47-phox ou p67-phox
(respectivamente 33% e 5% dos casos) (Clark et al., 1990; Winkelstein et al., 2000); ou
ainda a cadeia leve do citocromo bssg , 0 componente p22-phox (6% dos casos) (Dinauer et
al., 1987; Dinauer et al., 1990; Parkos et al., 1988; Winkelstein et al., 2000).

A classificagdo atual de DGC considera os defeitos moleculares especificos,
sendo codificada por “A” para autossomica ou “X” para ligada ao sexo; o componente
defeituoso da oxidase é representado pelo peso molecular da proteina afetada, “91,” “22.”
“47,” ou “67”; e a expressao da proteina daquele componente ¢ indicada pelo sobrescrito

({34

“0” para ausente, “+” para presente, ¢ “-” para reduzida. Na maioria dos casos de X-DGC,
a gp91-phox ndo ¢é detectada por imunoblot, o que é referido como X91°DGC. Em alguns
casos, a gp91-phox e atividade oxidativa residual estdo presentes (X91 DGC), e em nlimero
reduzido de casos hd quantidades normais da proteina, que no entanto ndo ¢ funcional
(X91+DGC) (Lew et al., 1981; Newburger et al., 1986; Rae et al., 1998; Roos et al., 1996).
A maioria das formas autossomicas recessivas de DGC ndo guardam expressao residual do
componente afetado (fenotipos A22°, A47°, e A67°), entretanto formas variantes

autossomicas ocasionais de DGC ja foram descritas (Dinauer et al., 1991; Leusen et al.,

1996; Shurin et al., 1983).
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A maioria dos pacientes com DGC apresenta infecgdes graves e precoces
durante o primeiro ano de vida, com diferencas em relagao ao padrao genético da doenca,
uma vez que pacientes com a forma autossdmica recessiva ou outras formas “variantes”
tendem a apresentar quadro clinico menos grave, com inicio tardio dos sintomas (Agudelo-
Florez et al., 2006b; Liese et al., 1996; Prando-Andrade et al., 2004; Weening et al., 1985;
Winkelstein et al., 2000).

O diagnéstico tem como base os aspectos clinicos da DGC, a comprovagao
laboratorial da falha na producdo de reativos intermedidrios do oxigénio e posterior
identificacao da mutag¢do no gene CYBB, CYBA, NCF1 ou NCF2.

A atividade do sistema NADPH oxidase pode ser avaliada através do teste do
NBT (nitroblue-tetrazolium) ou por citometria de fluxo com o uso da DHR
(dihidrorodamina) (Ochs and Igo, 1973; Repine et al., 1978; Repine et al., 1979; Roesler et
al., 1991; Woodman et al., 1995). Outros testes diagnosticos de medidas quantitativas,
como a liberagdo de superoxido, o consumo de oxigénio ou a producdo de peroxido de
hidrogénio podem ser utilizados, entretanto estes trés métodos avaliam a atividade NADPH
oxidase global das células, ndo sendo apropriados para a detec¢do de portadoras sis do
gene da DGC ligada ao sexo (Hasui et al., 1991).

Na década de 70, 50 a 75% dos pacientes com DGC morriam antes dos 7 anos
de idade, porém, atualmente, os tratamentos disponiveis reduziram muito as mortes por
complica¢des infecciosas. A maioria das mortes por DGC ocorrem durante as duas
primeiras décadas da vida, sendo a sobrevida atual de 50% aos 20 anos (Finn et al., 1990;

Winkelstein et al., 2000).

Introducdo
30



Os cuidados profilaticos para os pacientes com DGC incluem a prevencdo das
infec¢des por meio de imunizagdes e remogao das fontes de patdogenos; o uso de antibiotico
profilatico e o uso de interferon-gama humano recombinante. (Roos and Curnutte, 1999).

Todos os pacientes devem receber as imunizagdes de rotina (incluidas as
vacinas de virus vivos atenuados), bem como a vacina anual contra influenza. Vacinas
contendo bactérias vivas atenuadas, como a BCG, sdo contra-indicadas devido ao risco de
reacdes adversas graves em imunodeficientes (Casanova et al., 1996; Grumach et al., 1997,
Pasic et al., 1998; Talbot et al., 1997; Yeganeh et al., 2007)

O transplante de células tronco hematopoiéticas ¢ a Unica alternativa de cura
para a DGC até o momento e deve ser considerado precocemente, quando ha maior
tolerancia ao transplante e ainda sdo poucas as seqiielas dos processos infecciosos (Seger,
2008).

A administracdo regular de sulfametoxazol+trimetoprim (SMZ+TMP) e
itraconazol tem sido recomendada para a prevencdo de infecgdes bacterianas e fungicas
respectivamente. E frente a um processo infeccioso, o tratamento deve ser iniciado
precocemente e mantido por um tempo prolongado para garantir a erradicagdo do patogeno.
Atualmente, é sugerido esquema de profilaxia e tratamento conforme a tabela 3, adaptada
de revisao publicada por Seger, 2008 (Seger, 2008).

Em nosso servigo profilaxia de infecgdes fungicas e bacterianas ¢ feita da
mesma maneira que proposto por Seger [Seger, 2008]. Para o tratamento de infec¢des
bacterianas o inicio do tratamento em geral ¢ feito com SMZ+TMP intravenoso ou
Vancomicina para cobertura de Gram positivos ¢ Ciprofloxacina ou Aminoglicosideos para

Gram negativos. Anfotericina B ¢ utilizada inicialmente para o tratamento das infecg¢des
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fingicas. Apos identificada a bactéria ou o fungo responsavel pelo processo infeccioso o

antibiotico ou antifungico podem ser substituidos por drogas especificas.

Tabela 3: Proposta de profilaxia e de tratamento de infec¢ées e granulomas

inflamatérios obstrutivos na Doenca Granulomatosa Cronica

Modalidade Indicacio Duracio Farmaco Posologia
Infeccoes . .
. + -
Antibiético bacterianas Todaavida | SMZ+TMP 6+30 mg/kg/dia
profilaxia Ir}feggoes Toda a vida Itraconazol 5 mg/kg/dia
fingicas
Infeccdes por Ate
coes p identificacdo | Teicoplamina | 10 mg/kg/dia
Gram+ ,
do patdgeno
Tratamento Infeccdes por Até
antibidtico Gramg- p identificagdo | Ciprofloxacina | 15 mg/kg/dia
empirico do patdgeno
Infecgoes Ate
ecy identificacdo | Voriconazol 14 mg/kg/dia
fingicas ,
do patdgeno
Profilaxia com | Infeccdes . IFNy humano | 50 pg/m*/semana
Toda a vida )
IFNy recorrentes recombinante | (3x/semana)
7 a 10 dias,
seguido de
Trajamento - Granulgmas reducdo Prednisolona | 0,5 a 1 mg/kg/dia
antiinflamatorio | obstrutivos
gradual da
dose

Baseado na sua capacidade de modulacdo da atividade do sistema NADPH
oxidase o IFN vy est4 indicado para pacientes com DGC na dose de 50 pg/m” de superficie
corporal, por via subcutanea, trés vezes por semana. O uso de IFNy humano recombinante
reduz o risco relativo de infec¢des graves em 70%, ndo tendo sido observados efeitos
adversos graves em estudo de fase III (1991).

O mecanismo de agdo do IFNy em relacdo a prevencdo de infec¢des nos

pacientes com DGC ainda ndo esta totalmente esclarecido, porém ele age particularmente
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bem nas formas variantes e autossomicas recessivas de DGC. Um subgrupo especifico de
pacientes com forma variante de DGC ligada ao X, que apresenta mutagdes nos locais de
splice, mostrou-se responsivo ao IFNy (Bemiller et al., 1995; Condino-Neto et al., 1993;
Ezekowitz et al., 1987; Forrest et al., 1988; Patino et al., 1999; Weening et al., 1995), com
aumento da eficiéncia dos splicing, produzindo transcritos normais de gp91-phox
(Condino-Neto and Newburger, 2000).

Atualmente, a profilaxia com IFNy tem sido utilizada amplamente nos Estados
Unidos da América, em fun¢do da reducdo do risco relativo de infecgdes graves em 70%
(Ezecowitz, 1999). Na Europa entretanto, ¢ utilizado em casos selecionados, sendo esta
opecao justificada pelo fato de que nos estudos realizados até o momento, ndo se observou
reducdo significativa de infec¢do pelo Aspergillus e nao ha demonstraciao de beneficio para
o paciente “saudavel” versus “cronicamente doente” (Seger, 2008). Em nosso laboratério,
investigamos atualmente o efeito do IFNy num grupo de pacientes com defeitos de splicing

do gene CYBB, sendo esses casos aparentemente os que mais se beneficiam desta citocina.

1.2. Defeitos do eixo IL12/23-IFNy

Como citado anteriormente, a IL-12 secretada por macréfagos ¢ uma citocina
com capacidade de induzir a diferencia¢dao das células T CD4 em células com padrao de
liberagdo de citocinas Tyl. A principal fungdo efetora das células Tyl consiste na ativagao
de macrofagos infectados ou que tenham fagocitado patdégenos através da liberacdo de IFNy
e da expressdao do CD40 ligante (Figura 3)

Os defeitos do eixo interleucina 12/23- interferon gama (IL12/23-IFNy) foram
inicialmente denominados Sindrome de Suscetibilidade Mendeliana a Micobacteriose

(MSMD), e o primeiro defeito genético relacionado a MSMD foi identificado em 1996, em
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duas familias com mutacao recessiva nula no gene /FNGRI, que codifica a cadeia 1 do
receptor de [FNy (Jouanguy et al., 1996; Newport et al., 1996).

Atualmente cerca de 220 pacientes foram diagnosticados com defeito no eixo
IL12/23-IFNy e foram identificados outros 4 genes autossomicos (IFNGR2, ILI12B,
ILI2RBI1, STATI) e um gene localizado no cromossomo X (NEMO) (Figura 3). A
subunidade p40, codificada pelo gene IL12, ¢é utilizada também para a formagao da 1L23
(Filipe-Santos et al., 2006a).

Devido a variantes alélicas, estes 6 genes respondem por 13 etiologias genéticas

distintas (Tabela 4) (Filipe-Santos et al., 2006a).

Micobacteéria

Mondcito/ Célula dendritica Linfocito T/ Célula NK

Figura 3: Figura ilustrativa do eixo IL12/23-IFNy. Representagdo esquemadtica da
produ¢do de citocinas e cooperagdo entre monocitos/células dendriticas e linfocitos
T/células NK. A producdo de IL12 ¢ controlada tanto pelo IFNy quanto pela sinalizagdo
CD40-NEMO. Em cinza estdo as moléculas relacionadas aos defeitos do eixo IL12/23-

IFNy. Adaptado de Filipe-Santos et al, 2006.

Com o aumento da casuistica e dos genes identificados, observou-se pacientes

com MSMD também suscetiveis a infecgdes por outros microrganismos, embora mantendo
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sempre a condicdo de infecgdo por micobactérias associada. Salmonella sp, esta presente
em metade dos pacientes com defeitos nos genes /L/2B e ILI2RBI (Altare et al., 1998;
MacLennan et al., 2004; Picard et al., 2002). Nocardia e Paracoccidiodomyces também ja
foram isolados em pacientes com MSMD, porém trata-se de relatos de caso isolados, ndo
sendo possivel estabelecer conclusdes definitivas sobre sua relagdo com MSMD (Moraes-
Vasconcelos et al., 2005; Picard et al., 2002). Em virtude da diversificagdo de patdgenos
aos quais os pacientes com MSMD sdo suscetiveis, considerou-se adequado renomear tal

entidade como “Defeitos do eixo IL12/23-IFNy” (Filipe-Santos et al., 2006a).

Tabela 4: Variantes alélicas dos defeitos do eixo IL12/23-IFNg.

Gene Heranca Tipo de Defeito Expressio Prot.

IFN-yR1 AR C E+
AR C E-
AD P E+
AR P E+
IFN-yR2 AR C E+
AR C E-
AR P E+

Stat-1 AD P E+P-

AD P E+B-
IL-12B AR C E-
IL-12Rp1 AR C E+
AR C E-
NEMO XR P E+

(AD) autossdmica dominante; (AR) autossdmica recessiva; (XR) recessiva ligada ao X; (C)
completo; (P) parcial; (E+) proteina expressa; (E-) proteina ndo-expressa; (P-) auséncia de

fosforilacdo; (B-) falha na ligagdo ao DNA

As 2 formas mais comuns de defeitos do eixo IL12/23-IFNy sdo resultado de

mutagdo nos genes ILI2RB1 (40%) e IFNGR1 (39%) (Filipe-Santos et al., 2006a).
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Os defeitos completos do receptor 1 de IFNy sdo muito graves. Nos pacientes
deste grupo, além de infecgdes por BCG e outras micobactérias ndo virulentas, 3 de 22
pacientes apresentaram salmonelose (Dorman et al., 2004). Nos defeitos parciais do
receptor 1 do IFNYy, seja recessivo ou autossdmico, devido a fungao residual do receptor 1
de IFNy o quadro clinico costuma ser mais brando. Em pacientes com defeito parcial
recessivo hé relato de infecgdo por M. tuberculosis e nos casos de defeito parcial por
heranca autossomica dominante chama atencdo a maior incidéncia de osteomielite por
micobactérias (Allende et al., 2001; Arend et al., 2001; Jouanguy et al., 1997). O
transplante de células tronco hematopoiéticas estd indicado para a forma completa de
defeito do receptor 1 de IFNy. Antibioticoprofilaxia deve ser utilizada em todas as formas,
e os pacientes com fun¢do residual do receptor podem se beneficiar da administragdo de
IFNy humano recombinante (Filipe-Santos et al., 2006a).

Os 9 pacientes com diagnostico de defeito no receptor 2 de IFNy até o momento
apresentaram quadro clinico extremamente grave de infeccdes por micobactérias nao
virulentas ¢ BCG. Para este grupo de pacientes ¢ indicado o transplante de células tronco
hematopoiéticas o mais precoce possivel (Doffinger et al., 2000; Dorman and Holland,
1998; Vogt et al., 2005).

Os defeitos da subunidade p40 (IL12-B) e do receptor B1 de IL12 apresentam
como particularidade a suscetibilidade a infecgdes por Salmonella em cerca de 50% dos
casos descritos (Fieschi et al., 2003; MacLennan et al., 2004; Picard et al., 2002). Além
disso, observa-se também infec¢do por M. tuberculosis ndo associada a outros patégenos
em pacientes com defeito do receptor B1 de IL12. Nestes 2 grupos de defeitos genéticos o
progndstico dos pacientes ¢ bom, e o tratamento consiste na administracdo de IFNy humano

recombinante.
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Dois grupos bastante distintos sdo observados nos defeitos de STAT-1:
pacientes heterozigotos, com suscetibilidade a infec¢des por micobactérias apenas e bom
prognostico (Chapgier et al., 2006a; Dupuis et al., 2001); e pacientes homozigotos, com
comprometimento da producao tanto de IFNy quanto de IFNa e IFN e susceptibilidade
também a infecgdes virais, particularmente encefalite pelo virus herpes simples (Chapgier
et al., 2006b; Dupuis et al., 2003).

Os defeitos de NEMO consistem também de fenotipos distintos: displasia
anidroética ectodérmica com imunodeficiéncia (EDA-ID), EDA-ID associada a osteopetrose
e um terceiro grupo em que ndo se observam alteracdes morfologicas associadas a
imunodeficiéncia primaria (Doffinger et al., 2001; Filipe-Santos et al., 2006b; Jain et al.,

2001; Zonana et al., 2000).
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Estudos in vitro ¢ em modelos animais, bem como a observagao clinica do
beneficio do uso do IFNy para o controle de infec¢cdes em pacientes com DGC,
demonstram a importancia desta citocina no desenvolvimento, regulagdo e ativacdo do
sistema NADPH oxidase. Esta citocina possui local de a¢do bem definido na regido
promotora do gene CYBB, que codifica a glicoproteina gp91-phox do sistema NADPH
oxidase.

Pacientes com defeitos congénitos das subunidades do sistema NADPH oxidase
— DGC - e pacientes com defeito na produgdo e receptores das citocinas IL-12 e IFNy -
defeitos do eixo IL12/23-IFNy — possuem em comum a suscetibilidade a infec¢des por
micobactérias

Nao existem dados na literatura sobre as conseqiiéncias dos defeitos do eixo

IL12/23-IFNy na atividade do sistema NADPH oxidase.
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Defeitos no eixo IL12/23-IFNy resultam em falha da acao do IFNy na regido
promotora do gene CYBB, provocando um defeito funcional do sistema NADPH oxidase

com fendtipo celular semelhante a DGC ?.
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1.1. Caracterizagao clinica e comparagdo de dados clinicos de pacientes
com suspeita de DGC encaminhados para avaliacdo no laboratorio de Biologia Molecular
do Centro de Investigagdo em Pediatria (CIPED) da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.

1.2. Comparar as caracteristicas clinicas de pacientes com DGC e
pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFNy.Avaliar a atividade do sistema NADPH
oxidase em pacientes com defeitos nos receptores 1 e 2 do IFNy (IFNGRI1 e IFNGR2) e da
cadeia B1 do receptor de IL-12 (ILI2RB1) e comparar com a atividade do mesmo sistema
em controles normais e pacientes com X91°DGC.

1.3. Comparar as caracteristicas clinicas de pacientes com DGC e
pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFNy

1.4. Avaliar a atividade do sistema NADPH oxidase em pacientes com
defeitos nos receptores 1 e 2 do IFNy (IFNGR1 e IFNGR?2) e da cadeia B1 do receptor de
IL-12 (IL12RB1) e comparar com a atividade do mesmo sistema em controles normais e
pacientes com X91°DGC.

1.5. Avaliar a expressdo do gene CYBB em pacientes com defeitos nos
receptores 1 e 2 do IFNy (IFNGR1 e IFNGR2) ¢ da cadeia B1 do receptor de IL-12
(IL12RB1) e comparar com a expressao do mesmo gene em controles normais pacientes

com X91°DGC.
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1.1. Casuisticas e Métodos diagnosticos
O estudo clinico seguiu o modelo de estudo observacional descritivo de uma
série de casos, com componentes retrospectivos € prospectivos.
Os pacientes ingressaram no estudo apds aceite do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP.

1.1.1. Pacientes candidatos a Doen¢a Granulomatosa Cronica

Foram avaliados 104 pacientes encaminhados para o Laboratério de Biologia
Molecular- CIPED- UNICAMP, com suspeita de imunodeficiéncia primdaria fagocitaria. Os
pacientes ou dados clinicos foram encaminhados de diversos servigos médicos brasileiros
(Departamento de Pediatria do Hospital de Clinicas da UNICAMP; Laboratorio de
Investigacdo Médica LIM-56 da Faculdade de Medicina USP/SP; Disciplina de Alergia,
Imunologia Clinica e Reumatologia do Departamento de Pediatria da Escola Paulista de
Medicina; Departamento de Pneumologia Pediatrica do Hospital dos Servidores do Estado
do Rio de Janeiro; Ambulatorio de Pediatria de Belém; Departamento de Pediatria da
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto) bem como do México, Colombia, Chile e
Paraguai.

A avaliagdo clinica constou de anamnese e exame fisico de pacientes com DGC
ou revisdo de dados de ficha padronizada (Anexo 1).

Apo6s estudo bioquimico (teste do NBT e/ou ensaio de liberacao de superoxido

pelos leucocitos) os pacientes foram divididos em grupo DGC e grupo nao-DGC.
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Entre os 54 pacientes com diagndstico de DGC, 14 ja tiveram a mutacgdo
correspondente identificada (7 pacientes com mutagdo no gene CYBB e 7 pacientes com

mutacao no gene NCF2) (Agudelo-Florez et al., 2006a; Patino et al., 1999).

1.1.1.1.  Coleta de sangue venoso periférico
A coleta de sangue foi realizada por meio de pungdo de veia periférica, com
material estéril e descartavel. Foram coletados Sml para a realizagdo do teste do NBT e

10ml para a dosagem de anion superoxido.

1.1.1.2.  Obtenciio de neutrofilos e células mononucleares do sangue
periférico

A preparacdo da suspensdo de neutrofilos e células mononucleares como
populacdes celulares puras a partir do sangue periférico foi realizada utilizando-se um “kit”
com gradientes de densidade descontinuos (Sigma Histopaque 1.077 g/ml e 1.119 g/ml, St.

Louis, E.U.A.) de acordo com as instrugdes do fabricante (English and Andersen, 1974).
Sumariamente, as amostras de sangue dos voluntarios e pacientes, foram
transferidas para outro tubo plastico contendo os gradientes de densidade descontinuos. A
ordem dos reagentes dentro do tubo foi: Histopaque 1,119 g/ml (camada inferior),
Histopaque 1,077 g/ml (camada intermediaria), sangue (camada superior); respectivamente
nas propor¢des de 25%, 25% e 50% (v/v/v). Esta mistura foi centrifugada a 700 x g durante
30 minutos em temperatura ambiente, resultando em 3 camadas compostas
predominantemente de: células mononucleares (camada superior), neutrdfilos (camada
intermediaria) e hemacias (camada inferior). As camadas contendo células mononucleares e

neutrofilos foram cuidadosa e individualmente transferidas para tubos distintos,
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ressuspendidas em meio de Hanks (pH 7,4) sem calcio e magnésio, suplementado com N-2-
hidroetilpiperazina-N-2-etano acido sulfonico (HEPES) (10 mM, solugao salina equilibrada
de Hank- HHBSS) e lavadas trés vezes consecutivas nesse meio. Eritrocitos contaminantes
foram lisados hipotonicamente, quando necessario. A contagem dos leucdcitos foi
determinada automaticamente (contador Coulter, modelo T 890, Hialeah, Fla., E.U.A.),
sendo sua concentracdo ajustada conforme a necessidade dos experimentos, em HHBSS
(pH 7.,4), contendo cloreto de calcio (ImM). A pureza das populagdes de neutrédfilos e de
cé¢lulas mononucleares foi, em média, de 95%, com viabilidade superior a 90%, avaliada

pelo azul de tripan

1.1.1.3. Teste do NBT

Este teste baseia-se na reducdo do corante NBT para complexos azulados,
denominados complexos de formazan, no interior de leucécitos (Ochs and Igo, 1973). A
auséncia de reducdo do corante ou quantidade de células positivas abaixo de 5% ¢
necessaria para o diagnostico de DGC (Conley et al., 1999). Pacientes com DGC
“variante” podem apresentar positividade do teste acima de 95%, mas com uma
quantidade muito menor de formazan no interior das células. O teste foi realizado com
Sml de sangue venoso colocados, imediatamente apo6s a coleta, sobre ldmina de vidro
previamente incubada a 37°C por 30 minutos. Para cada paciente foi montada uma
lamina para analise das células em repouso, sobre a qual foi adicionado o corante NBT
(Sigma N-6876) ¢ PBS a uma concentracio de Img/ml acrescido de 1ul/ml de
dimetilsulfoxido (DMSO), e outra lamina em que as células foram estimuladas com

acetato de forbol-miristato (PMA, 1 pg/ml, concentragdo final). Todos os ensaios foram
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realizados simultaneamente com um controle sadio (Ochs and Igo, 1973; Patino et al.,

1999).

1.1.1.4. Dosagem do anion superoxido liberado por neutroéfilos e
células mononucleares

A quantificagdo do anion superdxido liberado pelos neutrdfilos e células
mononucleares dos voluntdrios e pacientes foi realizada de acordo com procedimento
previamente publicado ¢ modificado por CONDINO-NETO (Condino-neto et al., 1996;
Condino-Neto et al., 1993; McCord and Fridovich, 1969).

Resumidamente, as suspensoes de neutrofilos e de células mononucleares numa
concentragdo final de 2x10° céls./ml em HHBSS (pH 7.4, CaCl, 1mM), obtidas como
descrito no item anterior, foram incubadas com forbol-miristato-acetato (PMA, 30 nM), na
presenga de citocromo C (80 uM), durante 60 minutos a 37°C. A liberagdo espontinea de
anion superdxido foi avaliada usando-se HHBSS, ao invés de PMA. Metade dos tubos
continha superoxido dismutase (SOD, 90 U/ml) no inicio do experimento, como controle
da redugao inespecifica do citocromo C. A reagdo foi interrompida, colocando-se todos os
tubos em banho de gelo e adicionando-se SOD (90 U/ml) aos que ndo a continham. Apos
centrifugar os tubos a 2200 x g durante 15 minutos a 4°C, foi medida a absorbancia de seus
sobrenadantes a 550nm. A produ¢do de anion superoxido foi calculada usando-se um

1

coeficiente de extingdo de 21.100 M cm™ e os resultados expressos em nmols/ 10°

células/hora. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

1.1.2. Pacientes com Defeito no Eixo 1L12/23-1FNy
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Foram avaliados 8 pacientes previamente diagnosticados com defeitos do eixo
IL12/23-1FNy, especificamente com alteragdes nos receptores 1 € 2 do IFNy e na cadeia 1
do receptor de IL-12 (Tabela 5).

Os testes diagnosticos (Feinberg et al., 2004) e a caracterizagdo molecular
(Filipe-Santos et al., 2006a) desses pacientes foram realizados no laboratério de Genética
Humana das Doengas Infecciosas da Faculdade de Medicina Necker, Universidade de Paris
René Descartes INSERM U550 e as células B imortalizadas com virus EBV foram
gentilmente cedidas para este estudo pelo Prof Dr Jean-Laurent Casanova.

A caracterizagdo fenotipica desse pacientes consistiu em ensaio com sangue
total estimulado em 3 situag¢des: BCG vivo, BCG vivo e IFNy , BCG vivo e IL-12. Apds o
estimulo era avaliada por método ELISA a producdo de IL-12 e IFNy (Feinberg et al.,

2004).

1.2. Obtencao de células B imortalizadas

Amostras de sangue periférico de pacientes com diagnostico prévio de defeitos
do eixo IL12/23-IFNy, Doenga Granulomatosa Cronica e controles normais ¢ foram obtidas
conforme item 5.1.1.1. deste capitulo.

O sangue total foi fracionado por centrifugacdo em Ficoll-Hypaque (Boyum,
1968) e a fragdo de células mononucleares cultivadas com sobrenadantes da linhagem B95-
8, produtora de EBV (Condino-Neto and Newburger, 1998), e apds a transformagdo com
EBYV, os linfécitos B foram cultivados em meio DMEM com 5% soro humano AB, 2 mM
L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, a 37°C em atmosfera

umida saturada com 5% de CO,.
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Os linfécitos B-EBV comprovadamente reproduzem as caracteristicas de
atividade e expressdao génica do sistema NADPH oxidase (Condino-Neto and Newburger,

1998) e portanto sdo passiveis de utilizagdo neste projeto.

Tabela 1: Pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFNy avaliados neste estudo.

Paciente Gene, tipo de defeito, heranca Mutacao
IFNGR2-c (a) IFNGR?2; defeito completo; AR T168N/T168N
IFNGR2-c (b) IFNGR?2; defeito completo; AR 278delAG/278delAG
IFNGR2-pd IFNGR?2; defeito parcial, AR R114C/R114C
IFNGR1-¢ IFNGRI; defeito completo; AR 453delT/453delT
IFNGR1-pr IFNGRI; defeito parcial; AR I87T/187T
IFNGR1-pd IFNGR]I; defeito parcial, AD 818del4d/WT

IL12RB1; defeito completo;

IL12RBI1 (a) AR Y88X/Y88X

IL12RB1; defeito completo;

IL12RB1 (b) AR Q32X/Q32X
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1.3. Ativacdo das células B-EBV pelo IFNy
Linfécitos B-EBV de 6 controles normais, 3 pacientes X91°DGC (Tabela 6) e 8
pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFNy (Tabela 5) foram ativados com IFNy na
propor¢do de 10°UI em 500ul de RPMI para cada 2,5x10° células durante 15 minutos, a
37°C. A reagao foi interrompida com PBS 1x gelado, a conteudo centrifugado a 1800rpm
durante 5 minutos a 4°C, e as células foram ressuspendidas em Hanks, para dosagem de

liberacao de superdxido ou Trizol, para extragao de RNA.

Tabela 2: Pacientes X910DGC utilizados para compara¢ido com controle normal e
pacientes com defeito do eixo 1L12/23-1FNy

Paciente Mutagdo no gene CYBB
X91°DGC (a) c.264G>A
X91°DGC (b) c.1164-2A>G
X91°DGC (c) R157X

5.4 Dosagem do anion superoxido liberado por células B-EBV
A dosagem de liberagdo do anion superdxido foi realizada conforme descrito no
item 5.1.1.4, salvo pelo tipo de célula utilizada (B-EBV) e pelas condi¢des de ativacao das

células (Tabela 7).

Tabela 3: Condicoes de estimulos para dosagem de anion superéxido em células B-
EBY de controles normais, X910DGC e defeitos do eixo IL12/23-1FNy

Células em repouso | Células estimuladas Células estimuladas | Células estimuladas
(esp) com PMA com [FNy com IFNy e
(PMA) (IFN) posteriormente com
PMA
(IFN/PMA)
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5.5 Expressao do gene CYBB por PCR em tempo real (RQ-PCR)

Amostras de RNA total de células B EBV-transformadas (5 x 10° células/ml)
foram preparadas através do reagente TRIZOL. O ¢cDNA foi obtido utilizando-se o kit
SuperScript II RT (GIBCO BRL). Para a reacao usou-se 2 pg de RNA total, hexdmeros
randomicos ¢ (MMLV-RT). O ¢cDNA foi ampliado por meio de PCR em tempo real,
através do sistema SYBR Green Real Time (Applied Biosystems). O gene escolhido

para controle interno da reagdo foi o gene da B-Actina (NM 001101).

5.6 Analise Estatistica
Os dados clinicos obtidos na anamnese e revisao de prontuarios foram submetidos
a analise exploratéria. As comparacdes entre os dois grupos foi feita pelo teste exato de
FISHER, levando-se em consideracao o nivel de significancia de 5% (Levin, 1987).
Os dados obtidos das avaliagdes funcionais e expressdo génica foram
analisados pelo método ANOVA com pods-teste de Tukey pelo programa GraphPad Prism
version 5.01 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.eraphpad.com.
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1.1. Avaliacdo clinica e funcional de pacientes candidatos a DGC e
correlacio com quadro clinico de defeito do eixo 1L12/23-1FNy

A casuistica de pacientes candidatos a DGC incluiu 104 pacientes latino-
americanos encaminhados segundo protocolos de cooperagdo cientifica estabelecidos
respectivamente  pelo  Grupo  Brasileiro de  Imunodeficiéncias  (BRAGID,
www.imunopediatria.org.br) e Grupo Latino-Americano de Imunodeficiéncias (LAGID,
www.boletin-lagid.lsumc.edu/default.htm).

Os 104 pacientes candidatos a DGC foram submetidos a avaliagdo de dados
clinicos, teste de NBT e/ou dosagem da liberacdo de anion superdxido por neutréfilos e
monocitos. Entre estes pacientes, 54 apresentaram alteragdo funcional do sistema NADPH
oxidase caracteristica de DGC, sendo 31 brasileiros, 16 mexicanos, 4 chilenos, dois
paraguaios e um colombiano; 42 do sexo masculino e 12 do sexo feminino.

A idade dos pacientes DGC variou de 15 dias a 5 anos para inicio dos sintomas
(média 14,6 meses e mediana 7,25), e 1 més a 14 anos para o diagndstico (média de 46,39
meses ¢ mediana de 36 meses). A média de tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o
diagnostico foi de 32,31 meses, sendo que 2 diagnodsticos foram estabelecidos logo ao
primeiro sintoma e o diagnostico mais tardio aconteceu 13 anos ap6s o inicio dos sintomas.

No grupo sem alteracao funcional do sistema NADPH oxidase (n=50) todos
eram brasileiros, sendo 23 do sexo masculino ¢ 27 do sexo feminino. A idade de inicio dos
sintomas foi de 15 dias de vida a 7 anos (média 19,9 meses e mediana 42,25 meses).

Chamamos atencdo para os dados clinicos com diferenca estatistica
significativa entre os 2 grupos de pacientes, iniciando pelas infecgdes apresentadas (Figura

4).
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Figura 1: Infeccdes apresentadas com maior freqiiéncia no grupo de pacientes com
diagnéstico de DGC (n=54) e no grupo de pacientes em que nao se confirmou DGC

(n=50). Marcadas com (*) quando p<0,05.
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Entre as infec¢des apresentadas pelos pacientes, destacam-se: abscesso cutaneo
(p=0,0001), linfadenite (p=0,0784), abscessos profundos (p=0,0395), infec¢des do trato
urinario (p=0,0034). Abscesso hepatico foi o mais comum entre os abscessos profundos,
com uma forte associacdo ao grupo DGC (p=0,0005). Pneumonia foi uma infec¢do
importante nos 2 grupos (n=40 no grupo DGC e n=34 no grupo ndo DGC) (Figura 4).

Entre os pacientes com historico de infec¢dao do trato urinario no grupo de nao
DGC (n=20) 5 apresentavam mal formacdes no trato genitourinario.

Historia familiar de infec¢des de repeticao esteve presente nos dois grupos,
porém predominou no grupo DGC (n=31) (p=0,0001) (Figura 5). Entre esses pacientes,
apenas 5 foram encaminhados para avaliagdo de imunodeficiéncia primaria devido a
historia familiar de infeccdo de repeticdo, sendo que no grupo DGC 9 pacientes ja
tinham irmaos com o diagnostico da doenga.

Em relagdo as reagdes adversas a vacina contra tuberculose (BCG), no
grupo DGC 6 pacientes ndo receberam esta vacina, € entre os pacientes vacinados
ocorreu reagdo adversa em 11 (p=0,0147) (Figura 6). Entre as reagds apresentadas
encontram-se trés reacdes de BCG disseminada e 8§ BCGites no grupo DGC, ndo
ocorrendo reagdo disseminada no grupo nao-DGC.

Todos os pacientes com defeito de eixo IL12/23-IFNy apresentaram
infecgdes por micobactérias e os pacientes com defeito na cadeia B1 do receptor de IL12

apresentaram também infecc¢ao por Sa/monella.
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Numero de pacientes

DGC n-DGC

Figura 2: Historia familiar de infec¢io de repeticdo. Grafico representativo do
nimero de pacientes que referia historia familiar de infeccao de repeti¢do no grupo
com diagnostico de DGC (n=31) e no grupo em que nao se confirmou o diagnostico

de DGC (n=11).

Numero de pacientes

DGC n-DGC

Figura 3: Reaciao adversa a vacina BCG. Grafico representativo do numero de
pacientes que apresentou reacao adversa a vacina BCG no grupo com diagnoéstico

de DGC (n=11) e no grupo em que nao se confirmou o diagnostico de DGC (n=2).
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Os agentes etioldgicos isolados em vigéncia de processos infecciosos estdo

listados na tabela abaixo (Tabela 8).

Tabela 1: Agentes infecciosos como causa de infeccoes nos pacientes DGC e nao DGC.

Local Grupo DGC Grupo ndao-DGC
Pulmao Acinetobacter; B.catarrhalis;
Burkholderia cepacea; Clamidia;
Candida sp; Haemophilus influenza;
Enterobacter cloacae; Mycobacterium tuberculosis;
Klebsiella sp, Pneumococcus sp;
Pneumococus sp; Penicillum sp.,
Pseudomonas aeruginosa;
Serratia marcences;
Pele S. aureus; Acinetobacter;

S. pneumoniae;
Pseudomonas aeruginosa;

S. pyogenes;
S.aureus,
Trato Gastrointestinal | Giardia lamblia S. aureus
Salmonella
Sepse Candida Proteus
Pseudomonas cepacea; S.aureus
Propionibacterium sp;
Osso Serratia marcescens S.aureus
Articulacdo Candida Mycobacterium sp
Klebsiella SP S.aureus
Linfonodo Klebsiella sp
Micobacterium tuberculosis
Pseudomonas cepacea
Serratia marcences,
S.epidermidis
S.aureus
Figado Citrobacter
Micobacterium sp
S.aureus
S. hominis
Rim S. aureus
Cérebro Serratia marcences S. aureus
Meninges Klebsiella sp
P. mirabilis
Trato urinério baixo Candida sp E.coli
E.coli, Klebsiella P. aeruginosa,
P. mirabilis P. mirabilis
S.aureus Pneumococus sp

Penicillium
Streptococcus sp
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1.2. Estudo da atividade do sistema NADPH oxidase em células B-EBV de
pacientes com defeitos no eixo IL12/23-IFNy, X91°DGC e controles
normais

O estudo da fungdo do sistema NADPH oxidase em linfécitos B-EBV
mostrou déficit importante na liberagdo de anion superdxido ap6s estimulo com PMA
nas células de pacientes com DGC por defeito no gene CYBB X91°DGC, com auséncia
de resposta também ao estimulo com IFNy (Figura 7).

Os ensaios de libera¢do de anion superoxido foram realizados tendo sempre
2 controles normais e 2 pacientes X91°DGC para cada grupo de defeitos do eixo IL12-
23/TFNy. Estes experimentos foram repetidos 5 vezes para cada paciente estudado.

Apos a determinagdo da atividade NADPH oxidase do paciente X91°DGC
em relacdo ao controle normal, a determinacao da liberacdo de O, foi avaliada, sob as
mesmas condi¢des deste primeiro ensaio utilizando-se células B-EBV de pacientes com
defeitos nos receptores 1 e 2 do IFNy e cadeia B1 do receptor de IL12 (Figuras 8, 9 e
10).

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo método ANOVA
com pos-teste de Tukey pelo programa GraphPad Prism version 5.01 para Windows,

GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com. Os resultados

com P<0,05 estdo identificados nos graficos com asterisco (*), sendo os valores de
P<0,0001 identificados como (***).

Quando comparada a liberagdo de anion superoxido pelas células B-EBV
ndo ativadas, ndo observamos diferencas na atividade NADPH oxidase entre todos os

pacientes estudados e controles normais.
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Nas células B-EBV de um paciente com defeito no receptor 2 do IFNy
[(IFNGR2-c (a)] houve um discreto aumento na atividade deste sistema, e para os
pacientes com defeito no receptor 1 (formas completa e parcial recessiva) houve
aumento significativo da atividade do sistema NADPH oxidase. Entretanto, esse
aumento ndo atinge os niveis de atividade dos controles normais. Estes resultados se
repetem mesmo quando o estimulo com PMA ¢ aplicado a células previamente ativadas
com IFNy, demonstrando a incapacidade destas células responderem de forma ideal ao
estimulo desta citocina.

As células B-EBV do paciente com defeito parcial recessivo no receptor 1
do IFNy apresentaram resposta semelhante aos controles normais ap6és estimulo com
PMA, entretanto, a ativacdo prévia com IFNy ndo foi capaz de incrementar ainda mais a
atividade do sistema, como ocorre nos controles normais.

Estudamos 2 pacientes com defeito na cadeia f1 do receptor de IL12, que se
comportaram de maneiras distintas com relagdo a atividade do sistema NADPH
oxidase. O paciente ILI2RB1(a) responde de forma semelhante a um controle normal
ao estimulo com PMA, entretanto, mais uma vez observa-se que o estimulo com PMA
em células previamente ativadas com IFNy ndo resultou em maior ativagdo do sistema

NADPH oxidase.
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Figura 4: Liberac¢ao de superoxido por células B-EBV de X91°DGC e controle normal.
Liberacdo de O2- nas seguintes condigdes: (esp), estimulo com PMA (PMA) o, estimulo

com IFNy (IFN) @ e PMA I em células previamente estimuladas com I[FNy m. (ANOVA

com pos-teste de Tukey; n=5; *** p<0,001)
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Figura 5: Liberacdo de superéxido por células B-EBV de pacientes com defeitos no
receptor 2 de IFNy, X91°DGC e controle normal. Liberacio de O, nas seguintes
condigcdes: espontaneo( O , esp), estimulo com PMA ( @ , PMA), estimulo com IFNy (I,
IFN) e PMA em células previamente estimuladas com IFNy ( m , IFN/PMA). (ANOVA

com poés-teste de Tukey, n=35, *** p<0,001; **0,001<p<0,01, *0,01<p<0,05)
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Figura 6: Liberaciao de superdxido por células B-EBV de pacientes com
defeitos no receptor 1 de IFNy, X91°DGC e controle normal. Liberagio de Oy
nas seguintes condigdes: espontaneo( O , esp), estimulo com PMA (@ , PMA),
estimulo com IFNy ( I , IFN) e PMA em células previamente estimuladas com

IFNy ( m, IFN/PMA). (ANOVA com pos-teste de Tukey, n= 5, *** p<0,001)
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Figura 7: Liberacdo de superéxido por células B-EBV de pacientes com defeitos da
cadeia P1 do receptor de IL12, X91°DGC e controle normal. Liberagio de O, nas
seguintes condigdes: espontaneo( O , esp), estimulo com PMA ( @ , PMA), estimulo com

IFNy ( I , IFN) e PMA em células previamente estimuladas com IFNy ( m , IFN/PMA).

(ANOVA com pos-teste de Tukey, n= 5, *** p<0,05)
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1.3. Estudo da expressiao do gene CYBB em células B-EBYV de pacientes com
defeitos no eixo IL12/23-IFNy, X91°DGC e controles normais
Da mesma forma que inicialmente avaliamos a atividade NADPH oxidase
de X91°DGC em relagdo a controles normais, procedemos com a avaliagio da
expressao do gene CYBB em células B-EBV. O resultado obtido mostra que mesmo em
condic¢des basais, o nivel de expressao do gene CYBB em células B-EBV de pacientes
X91°DGC ¢ significativamente inferior a dos controles normais. Ap6s estimulo com
IFNy ha aumento expressivo da expressdao de CYBB nas células dos controles normais,
ao passo que o nivel de expressdo mantém-se inalterado nas células dos pacientes

X91°DGC (Figura 11).

Uma vez estabelecido baixo nivel de expressdo do gene CYBB nas células
B-EBV de pacientes X91°DGC em condiges basais e auséncia de resposta ao estimulo
de IFNy, iniciamos a analise de expressdo do gene CYBB, antes e apoOs estimulo com
IFNy, em células B-EBV de pacientes com defeito nos receptores 1 ¢ 2 do IFNy, e

cadeia B1 do receptor de IL12 (Figuras 12, 13 ¢ 14).

Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados sempre com 2 controles
normais e 2 pacientes X91°DGC para cada grupo de defeitos do eixo IL12-23/IFNy.
Estes ensaios foram realizados simultaneamente a quantificagdo de anion superoxido

(n=5).

Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo método ANOVA
com pos-teste de Tukey pelo programa GraphPad Prism version 5.01 para Windows,

GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com. Os resultados
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com P<0,05 estdo identificados nos graficos com asterisco (*), sendo os valores de

P<0,0001 identificados como (***).
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Figura 8: Expressao relativa do gene CYBB por PCR em tempo real em células B-
EBYV de pacientes com X91°DGC e controles normais. Condigdes basais (esp) O € apoOs

estimulo com IFNy (IFN) m. (ANOVA com pos-teste de Tukey, n= 5, *** p<0,001;

%0 001<p<0,01).

Resultados
64



=]
1

.

Expremao do gene CYEBR

-l
1

il BT iaillﬂlﬂ ﬁiﬂlﬂi

Coohale x91%Dae IFNGR?2 IFNGE? IL12ER1 IL1ZRE]
o3 u{b} P c pr 1-1 e (L)

Figura 9: Expressao relativa do gene CYBB (PCR em tempo real) por células B-EBV de pacientes com defeito no receptor 2 de IFNy,
pacientes com defeito no receptor 1 de IFNy , pacientes com defeito na cadeia B1 do receptor de IL12, X91°DGC e controles normais

Condigdes basais (esp) 0 e apds estimulo com IFNy (IFN) m. (ANOVA com pos-teste de Tukey, n=5, ***p<0,001, *p<0,05).
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Este trabalho teve inicio com o estudo clinico de pacientes encaminhados
para o Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Investigagdo em Pediatria da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas com o proposito
de avaliagdo da atividade do sistema NADPH oxidase devido a hipétese diagndstica de
DGC.

Ao todo 104 pacientes com suspeita de DGC foram analisados, ¢ o defeito
de ativacao do sistema NADPH oxidase foi confirmado em 54 pacientes.

As infec¢des pulmonares sdo a forma mais comum de infecg¢@o invasiva na
DGC (Forrest et al., 1988; Gallin and Buescher, 1983; Mouy et al., 1989; Winkelstein et
al., 2000) e estiveram presentes em numero expressivo de pacientes DGC e nao-DGC.
O envolvimento pulmonar na DGC esta associado a aumento significativo da morbidade
e da mortalidade, uma vez que pneumonias de repeticio podem evoluir para
bronquiectasia e fibrose pulmonar.

A Ttnica infecg¢do que predominou no grupo ndo-DGC foi infecgdo em trato
urinario. De fato, infec¢des urinarias de repeticdo tém maior associacdo com fatores
hormonais e anatdmicos do que imunologicos (Hextall, 2000; Hooton, 2001; Maloney,
2002; Nuutinen and Uhari, 2001; Winiecka et al., 2002). No grupo de pacientes nio-
DGC 5 apresentavam mal formagao em trato geniturinario. Por ndo se tratar de infec¢ao
comum na DGC, é prudente a investigagdo da anatomia das vias urinarias e da
possibilidade de granulomas causando obstru¢do em vias urindrias de pacientes com
DGC apresentando infec¢do urindria de repetigao.

A presenca de histéria familiar de infeccdo de repeticao apresentou forte

associagdo com o grupo DGC, sendo que de 31 pacientes com este dado positivo, 5 de 9
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pacientes com irmaos previamente diagnosticados para DGC, foram encaminhados para
avaliacdo antes do inicio de processos infecciosos graves.

Os pacientes de ambos os grupos apresentavam infec¢des causadas por
agentes comuns na DGC. Nestes pacientes ha maior suscetibilidade a bactérias catalase-
positivas, bem como germes intracelulares e oportunistas. O Staphylococcus aureus foi
o agente isolado com maior freqliéncia. Entretanto, a Burkholderia cepacea,
apresentada na literatura como altamente especifica para DGC, foi isolada em apenas
dois pacientes com DGC, como causa de pneumonia e sepse em um paciente e adenite
em outro (Speert et al., 1994). O Aspergillus é um patégeno importante como causa de
pneumonia na DGC, e foi causa de pneumonia em um paciente do grupo DGC.

Infecgdes por micobactérias estiveram presente predominantemente no
grupo nao-DGC. Entretanto, se considerarmos as reagdes a vacina BCG, constatamos
uma incidéncia de cerca de 20% nos pacientes DGC. Este resultado ndo consta nas
grandes séries de pacientes com DGC, porém pode ser explicado pelo fato de que a
BCG ndo ¢ uma vacina obrigatoria em todos os paises. Como a BCG pode causar
doenca grave, disseminada, com evolugdo para Obito em pacientes com
imunodeficiéncia fagocitaria e celular, temos na América Latina, o compromisso de
alertar os profissionais de saide e a populagdo para os riscos da vacina BCG em
pacientes imunodeficientes.

No Brasil o IFNy humano recombinante ndo ¢ autorizado a entrar no
mercado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, comprometendo os beneficios
que os pacientes poderiam ter com o uso regular desta citocina. Por outro lado, observa-
se quem nem todos os pacientes DGC beneficiam-se de forma significativa do uso do

IFNy. Isto € objeto de estudo em nosso laboratorio através da investigacao dos efeitos
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do IFNy na atividade e expressao dos genes da NADPH oxidase em pacientes DGC por
erros de splicing no gene CYBB.

Considerando a suscetibilidade a infecgdes por micobactérias tanto nos
pacientes DGC quanto nos pacientes com defeitos no eixo IL12/23-IFNy, e a
importancia do IFNy para o desenvolvimento, ativacao e regulagdo do sistema NADPH
oxidase, partimos para o estudo da atividade e expressio de CYBB num grupo de
pacientes com defeitos do eixo IL12-23/IFNy.

Nossos resultados mostram que a atividade do sistema NADPH oxidase
apos estimulo com PMA ¢ nula em 3 pacientes X91°DGC. Para um paciente com
defeito no receptor 2 do IFNy [(IFNGR2-c (a)] houve um discreto aumento na atividade
deste sistema, e para os pacientes com defeito no receptor 1 (formas completa e parcial
recessiva) ha aumento significativo da atividade do sistema NADPH oxidase.
Entretanto, esse aumento ndo atinge os niveis de atividade dos controles normais. Estes
resultados se repetem mesmo quando o estimulo com PMA ¢ aplicado a células
previamente ativadas com IFNy, demonstrando a incapacidade destas células
responderem de forma ideal ao estimulo desta citocina.

As células B-EBV do paciente com defeito parcial recessivo no receptor 1
do IFNy apresentaram resposta semelhante aos controles normais apos estimulo com
PMA, entretanto, a ativacdo prévia com IFNy nao foi capaz de incrementar ainda mais a
atividade do sistema, como ocorre nos controles normais.

Estudamos 2 pacientes com defeito na cadeia B1 do receptor de IL12, que se
comportaram de maneiras distintas com relagdo a atividade do sistema NADPH
oxidase. O paciente ILI2RB1(a) responde de forma semelhante a um controle normal

ao estimulo com PMA, entretanto, mais uma vez observa-se que o estimulo com PMA
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em células previamente ativadas com IFNy ndo resultou em maior ativacdo do sistema
NADPH oxidase.

Os estudos de expressao do gene CYBB apontam também para a importancia
do IFNy no adequado funcionamento do sistema NADPH oxidase. Observa-se um
aumento significativo no nivel de expressdo do gene CYBB nas células B-EBV de
controles normais, auséncia de resposta nos casos de pacientes X91°DGC, bem como
para os pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFNy aqui estudados, com excegdo de
um discreto aumento na resposta ao I[FNy no paciente IFNGR1-pr.

Mesmo a expressao basal do CYBB ¢ reduzida em alguns dos pacientes
estudados. IFNGR2-c(a) e IFNGR2-¢(b) apresentam nivel de expressdo basal de CYBB
reduzidos e semelhantes aos dos pacientes DGC.

Em especial, os pacientes com defeito completo do receptor 2 de IFNy
apresentam fen6tipo celular semelhante ao de um paciente X91°DGC. Para os demais
pacientes, observamos variabilidade no padrao de reposta ao estimulo com PMA e/ou
IFNy, entretanto, sem que esta resposta atinja niveis comparaveis aos de controle
normal em todas as situagdes testadas. Isto demonstra o papel crucial do efeito do IFNy
sobre o gene CYBB e conseqiientemente sobre o adequado funcionamento do sistema
NADPH oxidase.

Se os resultados deste trabalho apontam para um fendtipo celular em
defeitos do eixo IL12/23-IFNy igual ou proximo ao de um paciente com X91°DGC,
porque entdo pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFNy ndo apresentam as mesmas
caracteristicas clinicas dos pacientes DGC, com infec¢des por agentes importantes para

DGC, como Staphylococcus aureus ou Aspergillus?
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Em primeiro lugar ¢ importante ressaltar que no inicio das descobertas dos defeitos do
eixo IL12/23-IFNy, em 1996, esta entidade era denominada MSMD e os unicos agentes
infecciosos relacionados eram as micobactérias ndo virulentas. Em 12 anos de estudo
novos genes e variantes alélicas foram identificados, bem como o nimero de pacientes
diagnosticados aumentou. Novos agentes comecaram a ser identificados: Salmonella
esta presente em cerca de 50% dos pacientes com defeitos na subunidade p40 da IL-12 ¢
da cadeia B1 do receptor de IL-12; Nocardia e Paracoccidiodomyces foram também
identificados, além de infec¢des por Mycobacterium tuberculosis. A identificagdo de
novos agentes infecciosos motivou a substituicio da nomenclatura MSMD por
“Defeitos do eixo IL12/23-IFNy”. E provéavel que com o aumento do niimero de casos
diagnosticados novos agentes infecciosos passem a ser identificados. Devemos
considerar que estamos comparando 12 anos de estudo e cerca de 220 pacientes com
defeitos do eixo IL12/23-IFNy (IFNGR2 completo n=9; IFNGRI completo n=22
pacientes; IFNGRI1 parcial recessivo n=26; INGR1 parcial dominante n=38; Statl n=10;
IL12p40 n=20; IL12RB1 n=86) (Filipe-Santos et al.) com quase 50 anos de estudo e
cerca de 800 pacientes com DGC (Agudelo-Florez et al., 2006b; Barese et al., 2004;
Liese et al., 2000; Winkelstein et al., 2000).

Outro ponto relevante é a conhecida redundancia de fungdes no sistema de
citocinas. Assim, outras citocinas, que nao IL12, IL23 ou IFNy poderiam atuar no
controle de outros agentes que ndo os identificados até o momento nos defeitos do eixo
IL12/23-1FNy. Para o sistema NADPH oxidase, ao contrario, ndo existe em humanos,
outro sistema com atividade bioldgica redundante, e isso poderia explicar a maior
diversidade de patdgenos relacionados. Em murinos o sistema oxido nitrico sintase ¢

induzivel pelo IFNy e a producdo de reativos do nitrogénio pode contribuir para a
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defesa contra infecgdes, o que de fato parece ocorrer uma vez que camundongos com
mutacdo em p47-phox e gp91-phox tém quadro clinico mais ameno do que humanos
com mutacao nestas proteinas (Condino-neto et al., 1996; Condino-Neto et al., 1993).

Além disso, o Unico fator estimulador para o desenvolvimento e ativacao da
NAPDH oxidase testado neste trabalho foi o IFNy. Se outros fatores de transcrigao
promoverem, ao menos em parte, o desenvolvimento, ativacdo e regulacdo do sistema
NADPH oxidase, a quantidade de reativos do oxigénio liberados poderia ser suficiente
para controlar a maioria dos agentes infecciosos que aparecem na DGC. E sabido que
em pacientes com DGC submetidos a transplantes de células tronco hematopoiéticas, se
0 quimerismo resultante do procedimento for de 15 a 20% de granulécitos do doador, os
pacientes vivem livres de infecgdes graves (Del Giudice et al., 2003; Hasegawa et al.,
2008; Kansoy et al., 2006; Schuetz et al., 2007; Seger, 2008).

Outro fator limitante deste trabalho deve-se ao tipo de célula utilizada para
os ensaios. As células B-EBV reproduzem as caracteristicas de expressao génica e
atividade do sistema NADPH oxidase (Condino-Neto and Newburger, 1998), entretanto
¢ necessario que estes pardmetros sejam analisados também em células frescas
(mondcitos, neutréfilos, macrofagos).

No Brasil o diagndstico e caracterizacdo genético-molecular desses
pacientes ainda ¢ incipiente e as linhagens celulares estudas neste trabalho sdo de
pacientes provenientes da coorte estudada no laboratério de Genética Humana das
Doengas Infecciosas da Faculdade de Medicina Necker, Universidade de Paris René
Descartes INSERM U550, dificultando o acesso a células frescas dos pacientes que por

ventura ainda estejam vivos e ndo transplantados.
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Os resultados deste trabalho juntamente com outros dois recentemente
desenvolvidos em nosso grupo (Luengo et al., 2008 e Bustamante et al 2008 — trabalhos
anexados) apontam para a necessidade de um novo olhar sobre os defeitos do sistema
NADPH oxidase. Mostramos aqui que defeitos na ativagdo do gene CYBB via eixo
IL12/23- IFNy comprometem a ativacdo do sistema NADPH oxidase, resultando em
fenotipo celular equivalente ao de um paciente DGC ou intermediario. Luengo et al
mostraram tanto em células transfectadas com vetor mutante para IkB-alfa, quanto em
células B-EBV de pacientes com displasia ectodérmica com imunodeficiéncia por
alteracdes no NEMO ou IkB-alfa afetando a via do NF-kB, que estes defeitos também
comprometem a ativacdo do gene CYBB e NCF1, e conseqiientemente a atividade do
sistema NADPH oxidase.

Em contrapartida, Bustamante et al apresentaram uma familia com
infecgdes por micobactérias € mutacdo no gene CYBB até entdo ndo descrita em
pacientes com XDGC. A possibilidade de acesso a células frescas deste paciente
permitiu a analise nos diferentes tipos celulares e constatou-se que esta mutacao afetava
o desenvolvimento e ativagdo do gene CYBB em subtipos celulares especificos:
macrofagos e células B.

Assim, a partir destes estudos, pacientes com alteragdo da atividade do
sistema NADPH oxidase, além da suspeita de DGC cléssica, necessitam também
investigacdo do eixo IL12/23-IFNy e da via do NF-Kb, e pacientes com fendtipo clinico
fortemente sugestivo de DGC, mas com avaliagdo inicial do sistema NADPH oxidase
normal merecem avaliacdo mais detalhada dos subtipos celulares. Assim, somente

estudos funcionais completos incluindo todas as linhagens celulares, seguidos de
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estudos genético-moleculares poderao definir ao certo o defeito imunoldgico e os genes
envolvidos.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a
integridade do eixo IFN-IL12 ¢ crucial para a expressao do gene CYBB e ativacao da
NAPDH oxidase. A influéncia do eixo IFN-IL12 sobre os outros genes NCF-1, NCF-2 ¢

CYBA encontra-se em investigacao em nosso grupo.

Discussdo
74



b Comritonie

Conclusao
75



Historia familiar de infecgdes graves e/ou de repeticdo, reacdo adversa a vacina
BCG, linfadenopatia e abscessos cutaneos e profundos apresentam associagdo com grupo

de pacientes com DGC.

Defeitos do eixo IFNy-IL12/23, particularmente dos receptores IFNGRI1 e
IFNGR2, podem apresentar atividade do sistema NADPH oxidase e expressdo do gene

CYBB semelhantes a um paciente com X-DGC.
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Estudo de pacientes com suspeita de Imunodeficiencia Primaria Fagocitaria

Laboratorio de Biologia Molecular - CIPED

Médico responsavel pelo paciente:
e-mail: Telefone:
Endereco:

Pais:

Nome do paciente:
Pais:

Grupo étnico:
Referéncia do artigo

onde foi publicado:

H.C. Tel: Data de | Sexo Idade - Diagnéstico
nascimento: Masculino [] meses
Feminino []
Ne. G . N. filhos: il di sim [] Nao []
Consanguinidade Sim [] Nao [] . Gestagoes: Masc ilos sadios: Sim ao
c Infec.repet.: Sim [] Nao []
Tipo em o : -
NE*[] Obito filhos: Sim [] Nao []
NE*[]
Antecedentes Familiares
Dx IDP
Obitos por infecgdo  Parentesco Idade de ébito Sim[] Nao[]
Sim [] Nao [ CGD Sim [[] Nao []
Outra
Adenomegalias préximas ao local da
vacina []
Idade de
. BCG disseminada |
BCG aplicagéao )
) Reacéo adversa localizagao:
Vacinas Sim [] Nao [] ,
_ Sim [] Nao []
NE[] Dias []
Tratamento:
Meses [] o
Recidiva:

N° de episodios:

~ . . . Especificar: vacina
Reacao adversa a outras vacinas? Sim [] Nao [] ) )
manifestagéo

DNPM Adequado Sim [] Nao [[] NE[] Detalhar se ndo é adequado
. Altura: (percentil)
Peso: (percentil) . .
Per. craniano: (percentil)
12 manifestacao clinica Motivo de Estudo de IDP
Idade meses Ag. etiolégico identificado: Infec. Repeticdo Sim [] Nao []
Internacao: Sim [] Nao [[]  Sim[] Nao[] Manifest. Grave Sim [] Nao []
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NE[] Qual: Histéria Familiar Sim [] Nao []
Local: Outro []. Especificar:

N. de
Manifestacoes o N. de internagdes | Microorganismo Isolado Localizagéao
episodios

1 Otite

2 Pneumonia

3 Pneumonia / DP

3 Amigdalite

4 Linfadenite

5I1TU

6 Meningite

7 Artrite

8 Osteomielite

9 Diarrea

10 Infeccao de Pele

Especificar:

11 Artrite

12 Bacteremia

13 Fungemia

14 Outras
Infeccdo micobacteriana (Nao
BCG) especificar localizagdo e
microrganismo:
Localizagéo
Granulomas N° episodios Traco Cardiaco [] Microorg. Isolado N. Internacdes
Sim [] Nao[] Gastr-o- Outra: Sim L] Nao []
Intestinal [] Qual:
Urinario []
Exames Laboratorio — inicio da investigagcao
HMG Hb ‘ Leuco | NT ‘ LT | PLQ
Imunoglobulinas | IgG | IgM | IgA ‘ IgE
Complemento C3 ‘ c4 | CH50
Outros componentes:
HIV Reag[ ] Nao-reag[ | Nao realizado[ ]
Quimiotaxia Monécitos PMN (granulécitos)
Mig. Espontanea
Mig estim. NI
Mig. estim. pcte
Superéxido Monécitos PMN NBT
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Espontaneo

Repouso

Estimulado

Estimulado

Estimulo utilizado para Superoxido:

Estimulo utilizado para NBT:

Alterada [] Mulher
DHR Normal [] Porcentagem:  (ou | portadora [ ] |Estimulo utilizado para DHR:
Nao realizado[] intensidade de | Parentesco

fluorescencia)

Espectrofotometria para quantificacao do citocromo b558:

Tipo de células

Western blot (especificar quais proteinas foram testadas e em quais tipos celulares):

Diagnoéstico molecular: gene: CYBB[ ] CYBA[] NCF1[] NCF2[]

mutagao:

proteina: expressio Sim []

Nao []

Biopsias:

Tratamento:

IFNy Sim [ Nao []
Atual [] previo []

Idade inicio tto: meses
duragéo do tto: meses
dose: freq:

reacdo adversa: Sim [] Nao []
especificar:

conduta na reagéo adversa:

Antifungico Sim [] Nao []
Nome do farmaco:
Atual [] previo []

Idade inicio tto: meses
duragéo do tto: meses
dose: freq:

reacdo adversa: Sim[_] Nao[]
especificar:

conduta na reagéo adversa:

Antibiético Sim [] Nao []
Nome do farmaco:
Atual [] previo []

Idade inicio tto: meses
duragéo do tto: meses
dose: freq:

reacdes adversas: Sim [] Nao []
especificar:

conduta na reagao adversa:

Corticosteroides Sim [_] Nao []
Nome do farmaco:

Atual [] previo []

Idade inicio tto: meses
duracédo do tto: meses
motivo do tto:

dose: freq:

reacdes adversas: Sim [] Nao []
especificar:

conduta na reagao adversa:
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Sim [] Nao [] Idade: meses Resultado:
Transplante de | Condigao clinica pre TMO:

médula dsea: Complicagéo: Sim [] Nao []
Qual:
Sim [] Nao []
i Sim [] Nao[]
Obito: Idade: meses
Autopsia: Informe:
Causa:

*NE= néo especifcado.
Arvore genealdgica. Se o paciente tem outros irmaos afetados, por favor preencha outra

planilha para este individuo.
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