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RESUMO

Lacerda-Pontes, R. Doenca Granulomatosa Cronica: caracterizacdo clinica, genética e
imunolégica de pacientes com susceptibilidade a infeccBes e hiperinflamacdo. [Dissertacdo
(mestrado em Imunologia)]. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Séo
Paulo, 2022.

A Doenca Granulomatosa Cronica é caracterizada pela falha da explosdo respiratoria em
fagocitos devido a perda de funcdo da NADPH oxidase, gerando quadros de susceptibilidade a
infeccOes e hiperinflamagédo, cujos mecanismos permanecem pouco esclarecidos. N0SsO
trabalho analisou uma coorte de 11 pacientes DGC com quadro clinico compativel com DGC
(como abcessos, pneumonias, granulomas, infeccGes bacterianas e flngicas). Foram
identificadas variantes patogénicas em 5 pacientes, sendo 4 no gene CYBB e 1 no NCF1. A
partir dessa coorte, investigamos respostas realizadas por células dendriticas derivadas de
mondcitos (mo-DC) e a polarizacdo de linfocitos T de pacientes DGC em compara¢do com
individuos saudaveis. Mo-DCs cultivadas com LPS, Candida albicans e BCG apresentaram
elevada expressdo do marcador CD1a, reducdo da expressdao de CD40 e perfis de citocinas
favorecendo a polarizacdo de linfécitos Thl7 (elevada producdo de IL-23 e IL-6) e
desfavorecendo resposta Thl (baixa producdo de IL-12p70). Linfdcitos T efetores
cocultuvados com mo-DCs maduras autologas de pacientes DGC apresentaram capacidade
normal de diferenciacdo de células T naive em células T efetoras Thl e Thl7, porém ha uma
hiperexpressao do eixo Th17, evidenciado pelo aumento da expressao de IL-23 pelas mo-DCs,
aumento da populacdo de linfocitos Thl7 e a producdo exacerbada de IL-17A e IL-6 por
linfécitos. A hiperativacdo do eixo Thl7 tem sido relatado em uma gama de doencas
inflamatdrias, como doenca inflamatoria intestinal, psoriase, artrite reumatoide e esclerose
multipla. O estudo apontou possiveis novos mecanismos relacionados a hiperinflamacédo e a

susceptibilidade a infec¢fes bacterianas e fingicas em DGC.

Palavras-chave: Células dendriticas, Linfdcitos T, resposta Th17.



Abstract

Lacerda-Pontes, R. Chronic granulomatous disease: clinical, genetic and immunological
characterization of patients with susceptibility to infections and hyperinflammation. [Masters
thesis (Immunology)]. Institute of Biomedical Sciences, University of S&o Paulo, S&o Paulo,
2022,

Chronic Granulomatous Disease is characterized by failure of the respiratory burst in
phagocytes due to loss of NADPH oxidase function, generating susceptibility to infections and
hyper-inflammation whose mechanisms remain unclear. Our study analyzeda cohort of 11 CGD
patients with a clinical picture of CGD (such as abscesses, pneumonia, granulomas, bacterial
and fungal infections). Pathogenic variants were identified in 5 patients, 4 in the CYBB gene
and 1 in the NCF1. From this cohort, we investigated responses performed by monocyte-
derived dendritic cells (mo-DC) and the polarization of T lymphocytes from CGD patients
compared to healthy subjects. Mo-DCs cultured with LPS, Candida albicans and BCG showed
high expression of the CDla marker, reduced expression of CD40 and cytokine profiles
favoring the polarization of Th17 lymphocytes (elevated production of IL-23 and IL-6) and
disfavoring the Thl response (low production of IL-12p70). Effector T lymphocytes co-
cultured with mature autologous mo-DCs from CGD patients showed normal ability to
differentiate from naive T cells into Thl and Thl7 effector T cells, but there is a
hyperexpression of the Th17 axis, evidenced by the increased expression of 1L-23 by the DCs,
an increase in the Th17 lymphocyte population and the exacerbated production of IL-17A and
IL-6 by lymphocytes. Hyperactivation of the Th17 axis has been reported in a range of
inflammatory diseases such as inflammatory bowel disease, psoriasis, rheumatoid arthritis and
multiple sclerosis. Our study provided additional about the immunopathology of CGD and its

mechanisms related to hyperinflammation and susceptibility to bacterial and fungal infections.

Keywords: Dendritic cells, T lymphocytes, Th17 response.
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1.1 Doenga Granulomatosa Cronica

A doenca granulomatosa cronica (DGC) (OMIM #306400, #233690, #233700,
#233710, #608203 e #618334) é uma imunodeficiéncia primaria rara ocasionada por mutagdes
em genes que codificam componentes do complexo NADPH oxidase, acarretando falha na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) gerando uma explosdo respiratoria
inadequada pelas células fagociticas profissionais. Os pacientes DGC apresentam
suscetibilidade a infeccbes flngicas, bacterianas e raramente parasitarias, podendo haver

formacéo de granulomas e hiperinflamacéo sistémica. (Lent-Schochet e Jialal, 2021).

As primeiras descricbes da DGC na literatura foram realizadas por Janeway (1954),
Berendes (1957) e Landing e Shirkey (1957), que apontavam uma sindrome de infeccdes
recorrentes, graves e crbnicas. Apenas em 1959 ocorreu um registro mais robusto das
caracteristicas clinicas, patolégicas e laboratoriais. Inicialmente, a DGC foi denominada doenca
granulomatosa fatal (Bridges, Berendes e Good, 1959), contudo, avangos nas ciéncias
biomédicas permitiram o diagnéstico e tratamentos profilaticos, levando a mudanca na

nomenclatura para doencga granulomatosa cronica.

Estudos retrospectivos nos Estados Unidos (Angelino et al., 2017), Europa (van den
Berg et al.,2009) e América Latina (de Oliveira-Junior et al., 2015) encontraram uma incidéncia
estimada de DGC de 1: 200.000 nascidos vivos por ano. A incidéncia, embora ndo seja
significativamente diferente entre grupos culturais e éticos distintos, pode aumentar como

resultado de casamentos consanguineos.

Atualmente, sabe-se que a etiologia da DGC sdo mutacBes de perda de funcdo nas
subunidades da NADPH oxidase. Estas podem ser constituidas por um distarbio recessivo
ligado ao X (DGC-XR), acometendo o gene CYBB, que codifica a proteina gp91phox, bem
como distdrbios autossémicos recessivos (DGC-AR) nos genes CYBA, NCF1, NCF2 ou NCF4,
que codificam p22phox, p47phox, p67phox e p40phox, respectivamente (Figura 1) (Lent-
Schochet e Jialal, 2021). Em 2020, a Unido Internacional de Sociedades Imunoldgicas (1UIS)
apontou mutagdes na proteina transmembranar CYBC1, que codifica CYBC1/Eros também
como um agente causador da DCG, induzindo a expresséo reduzida da subunidade principal da
NADPH oxidase (gp91phox) (Tangye et al., 2020).
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Figura 1. Visdo geral esquemaética da ativacdo do complexo enzimatico NADPH oxidase na
membrana plasmatica ou fagossomal.

MPOD
20,+26 — 20, 22 . H,0,

HOCI
OH

Gene/Proteina  Locus Heranga Freguéncia (%)

NADPH oxidase gp97phox/CYBB Xp21.1 X 65
p22 phox/CYBA 16q24.2 AR 5-10
p47 phox/NCF1 7q11.23 AR 25
p67 phox/NCF2 19253 AR 5-10
p40 phox/NCF4 22q12.3 AR Raro
Cytochrome B-245 CYBC1/(Chape- 179253 AR Raro

rona-1/Eros)

O complexo NADPH oxidase contém duas subunidades, gp91phox e p22phox, formando o citocromo
b558, localizado na membrana plasmatica ou fagossomal. Apds a ativacdo por estimulos naturais
[fagocitose, citocinas e padrGes moleculares associados a danos (DAMPS)] ou sintéticos [forbol-
miristato-acetato (PMA)], componentes citosolicos, p47phox, p67phox e p40phox, sdo fosforilados e
montados com o citocromo b558 na membrana. Além disso, as proteinas Rac estdo associadas a funcao
regulada da NADPH oxidase. O sistema NADPH oxidase ativado transfere um elétron do NADPH para
0 oxigénio molecular e gera o anion superoxido (O2), que serad convertido em peroxido de hidrogénio
(H202) pela superoxido dismutase (SOD). Ambas as espécies reativas de oxigénio sdo essenciais para
uma atividade microbicida fagocitaria adequada. Fonte: autoria propria.

Cerca de 70% dos casos de DGC registrados nos Estados Unidos sdo causados pelo
gendtipo DGC-XR (Winkelstein et al.,2000). Esse tipo de disturbio resulta na auséncia ou
quantidade reduzida da gp91phox, proteina hipofuncional ou quantidades normais de uma
proteina ndo funcional (Rooset al., 2010). Mulheres com DGC-XR estdo usualmente
relacionadas com a inativagdo do cromossomo X contendo o gene funcional (Anderson-
Cohen et al., 2003).

O genotipo de DGC-AR pode ser causado por mutacdes em genes de proteinas
transmembranares p22phox e CYBC1. Menos de 5% dos casos registrados ocorrem por

disturbios na p22phox (Winkelstein et al., 2000). Em pacientes com DGC, a falha na producao



18

da p22phox impede a expressdo significativa de gp91phox (Ross et al., 2010). O CYBCL1 é uma
é uma proteina chaperona, que auxilia na dimerizagdo de gp91phox e p22phox, e sua frequéncia
em pacientes DGC ainda ndo é conhecida (Tangye et al., 2020). Dentre os poucos relatos de
casos envolvendo o gene CYBC1, destaca-se uma coorte islandesa, onde foram encontradas
mutacbes homozigotas associadas a um quadro de doenca inflamatdria intestinal,
suscetibilidade a infeccdes e explosdo respiratoria anormal (Arnadottir et al., 2018).

A DGC-AR também pode ser causada por mutacdes em genes codificadores de
proteinas citosolicas p47phox, p67phox e p40phox. Aproximadamente 25% dos pacientes DGC
possuem falhas na expressao de p47phox, geralmente ocasionada por uma variante em um alelo
contendo uma delecdo de um par de GT no primeiro limite intron e exon (Exon 2), levando a
uma falha no mecanismo de splicing (Kuhns et al., 2019). Essa mutacdo é acarretada pelo
evento de conversdo génica entre o gene p47phox com um pseudogene p47phox, ambos

altamente homdlogo (Ross et al., 2006).

A deficiéncia de p67phox esta presente em cerca de 5% dos casos de DGC, estando com
expressao ausente ou diminuida em quase todos os pacientes afetados (Winkelstein et al.,
2000; Ross et al., 2010). Quanto a deficiéncia da molécula p40phox, sua frequéncia ainda
permanece obscura. Dados obtidos a partir de uma coorte de 24 pacientes deficiéncia em
p40phox apresentou perda de fungdo bialélica ou mutacdes hipomorficas (Matute et al., 2009).
Além disso, a deficiéncia de p40phox apresenta seu préprio fenotipo clinico. Ao contrario das
outras formas de DGC, os pacientes com deficiéncia de p40phox sofrem de doenca inflamatéria
intestinal, mas ndo de infec¢des invasivas bacterianas ou fungicas (van de Geer et al., 2018).

A DGC pode ser diagnosticada por intermédio de métodos de avaliagdo da atividade da
NADPH oxidase, como o ensaio de nitroblue tetrazolium (NBT), reducéo do ferricitocromo-c
e ensaios baseados em sondas fluorescentes, como o ensaio de dihidrorodamina (DHR). Este
ultimo é considerado padrdo ouro pela sua alta sensibilidade e ¢ um teste baseado em
fluorescéncia para detectar peroxido de hidrogénio (H202), sendo amplamente utilizado em
diagnosticos laboratoriais. No entanto, recomenda-se que, mesmo os resultados alterados
obtidos pelo ensaio de DHR sejam confirmados com a analise de mutacdo genética. Assim, 0
sequenciamento de genes pode ser usado sem estudos funcionais adicionais para prever o risco
relativo de mortalidade e aconselhamento genético, bem como sobre transplante de medula
Ossea e terapia génica. O diagnostico correto e precoce & importante para o tratamento

adequado, melhorando assim a qualidade de vida do paciente (Yu et al., 2018).
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1.2 Manifestacdes clinicas

Clinicamente, a DGC é bastante varidvel, havendo relatos de casos desde a infancia até
a idade adulta tardia. A maioria dos pacientes com DGC apresentam as primeiras manifestacoes
clinicas na infancia, sendo diagnosticados nos primeiros 5 anos de idade (van de Geer et al.,
2018). Pacientes DGC-XR tendem a apresentar manifestacdes clinicas mais precoce, além de
quadro clinico mais grave quando comparado com DGC-AR, a qual pode ser apresentada na
idade adulta. Essa diferenca é principalmente associada a producdo de EROS por neutrofilos,
que é basal em pacientes DGC-XR e residual em pacientes DGC-AR. Assim, a producédo de
EROS medeia principalmente o efeito do genotipo no fenotipo e tem sido diretamente associada
a sobrevivéncia (Marciano et al., 2015; Yu et al., 2018; Kuhns et al., 2010).

O nudmero de diagnostico em pacientes na adolescéncia e idade adulta aumentou
significativamente, sendo atribuido ao maior entendimento dos quadros clinicos mais leves,
especialmente os de DGC-AR, bem como melhorias de politicas publicas de saneamento basico
(Leiding e Holland, 2020).

Os pacientes com DCG possuem susceptibilidade a infeccBes causadas por
microrganismos catalase-positivos, majoritariamente por Staphyloccus aureus, Burkholderia
cepacia, Pseudomonas, Serratia marcescens, Aspergillus spp. e fungos do género Norcadia
que ocorrem incialmente em locais considerados barreiras naturais do organismo e
posteriormente acometem 6rgdos e estruturas profundas, como nos pulmdes, nddulos linfaticos,
pele, figado e ossos. As manifestacdes apresentam-se principalmente em formas de abcessos,
(hepaticos e/ou pulmonares), hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenite supurativa, enterite
diarreica, osteomielite e septicemia. Outras manifestacfes clinicas recorrentes sdo deficiéncia
de crescimento, cicatriza¢do anormal de lesdes cutaneas, doenca pulmonar cronica e doencas
autoimunes. (Roxo-Junior et al., 2014; de Oliveira-Junior et al., 2015; Marciano et al., 2015;
Thomsen et al.,2016).

A causa mais comum de 6bito em pacientes de DGC é por infecc¢Ges flngicas invasivas,
destacando-se, Phaeoacremonium parasiticum, Candida spp. e Aspergillus spp. (geralmente
A.nidulans ou A.fumigatus). Raramente, podem apresentar infecgdes por Actinomyces spp.
(organismos catalase-negativos) ou metilotrofos (Granulibacter bethesdensis, Acidomonas
methanolica e Methylobacterium lusitanum). Linfadenite necrosante ou meningite fatal
também foram relatadas como causa de Obito (Reichenbach et al.,2009; Marciano et al., 2015;
Falcone et al., 2016).
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A tuberculose e o Bacilo Calmette-Guérin (BCG) também sdo importantes causas de
infec¢Oes em regides do mundo onde esses organismos sdo prevalentes ou onde a vacina BCG
¢ administrada rotineiramente no nascimento, sendo um agente infeccioso frequentemente
identificado como responsavel pelos primeiros sinais clinicos (Conti et al., 2016; Blancas-
Galiciaetal., 2020). Em pacientes DGC, a inoculagdo de BCG pode causar manifestacfes como

lesGes cutaneas no local de vacinacao e disseminacgdo (Nasereddin et al., 2021).

Uma alta incidéncia de infecgBes acompanhada por uma resposta hiperinflamatdria
impropria pode oferecer riscos de desenvolvimento de linfohistiocitose hemofagocitica
(HLH)/sindrome de ativacdo macrofagica (MAS) a esses pacientes com DGC (Alvarez-
Cardona et al., 2012; Wei et al., 2020). Organismos comuns e incomuns encontrados em

pacientes com DGC foram listados na Tabela 1.

Paciente com DGC também podem apresentar respostas inflamatorias aumentadas,
mesmo na auséncia de agentes infecciosos (processo denominado de inflamacdo estéril),
ocorrendo principalmente nos tecidos cutaneos, trato gastrointestinal e trato geniturinario. As
manifestacdes inflamatdrias cutdneas mais frequentes na DGC séo os granulomas. Outras
manifestacBes inflamatérias associadas foram gengivite, ulceragdo aftosa, estomatite e
ceratoconjuntivite (Goldblatt et al., 1999; Palestine et al., 1983). Pacientes DGC podem
apresentar inflamacdo jejunal, ileal, cecal, retal e perirretal com formacdo de granulomas
semelhantes a doenca de Crohn (Ament e Ochs, 1973). Eventos urolégicos como obstrucéo
ureteral e estenose do ureter também ja foram relatados em pacientes DGC (Walther et
al.,1992).
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Tabela 1. Organismos comuns e tratamentos na infec¢do na Doenga Granulomatosa Cronica.

Categoria Organismo Apresentacdo da infeccdo Tratamento
T LN AHO P S C G
Bactéria Staphylococcus aureus  + + + + + o+ Oxacilina, vancomicina, linezolida,
teicoplanina, daptomicina, ceftarolina
Burkholderia spp. * + 0+ TMP-SMX, meropenem, ciprofloxacina
* B. cepacia, B.
gladioli, B.
pseudomallei
Serratia marcescens + + + + o+ Piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina,
Carbapenem
Nocardia spp. * + o+ TMP-SMX, imipenem, linezolida
* N. asteroids, N.
nova,
N.otitidiscaviarum, N.
farcinica
Klebsiella spp., E. coli  + + o+ Cefalosporinas, fluoroquinolona,
meropenem, imipenem
Pseudomonas spp. + + + Piperacilina-tazobactam, cefepima,
meropenem, imipenem
Salmonella spp. + + o+ + ciprofloxacina, ceftriaxona, cefixima
Fungo  Aspergillus spp. + + o+ Voriconazol, anfotericina B lipossomal
* A. fumigatus, A. osaconazol, caspofungina
nidulans, A. P - casp g
viridinutans, A. flavus, micafungina
A. terreus,
A. niger
Mycobacterium + + + + 0+ Isoniazida, rifampicina, pirazinamida,
tuberculosis Etambutol
BCG + + + o+ o+ Isoniazida

Abreviaturas: T:tecido mole; LN:linfadenite; AH: abcesso hepatico;

0:0ss0; P:pulmédo; S:sepsis; C:cérebro;

G:gastrointestinal; BCG: Mycobacterium bovis Bacillus Calmette — Guérin; TMP-SMX:sulfametoxazol-

trimetoprima (Adaptado de Yu, Yang e Chiang, 2021).

1.2.2 Hiperinflamacéo

A inflamacdo é geralmente definida como um processo fisioldgico que visa a

manutencdo da integridade orgénica frente a patdgenos, células danificadas, compostos toxicos

ou irradiacdo (Chen et al., 2018). Durante o processo inflamatorio, a homeostase imunoldgica

é perturbada, levando a respostas coordenadas mediadas pela ativacao de vias de sinalizagéo de

mediadores inflamatérios (Gaber, Strehl e Buttgereit, 2017).

Habitualmente, a restauracdo da homeostase do tecido e a resolugdo da inflamacéo é

realizada por meio de uma rede complexa e precisa de mecanismos regulatorios, caracterizando



22

uma resposta inflamatdria aguda. No entanto, quando ndo controlada, a inflamacgdo pode se
tornar crénica, compondo os distarbios inflamatorios (Murakami e Hirano, 2012).

Os principais exemplos de disturbios inflamatérios sdo as doencas autoimunes, porém
respostas excessivas do sistema imunologico também podem ser encontradas em condi¢des de
imunodeficiéncias primarias. Desse modo, pode-se definir o estado de hiperinflamacdo como
episodios inflamatorios, aparentemente espontaneos, relacionado a falhas nos mecanismos de

regulacdo, mediados principalmente pelo sistema imune inato.

Um tema emergente nos ultimos anos tem sido o potencial papel das EROS produzidas
pela NADPH oxidase como um mecanismo regulador da inflamacdo. Em humanos, a
importancia do funcionamento da NADPH oxidase € representada pela DGC, destacando-se as
respostas hiperinflamatoérias nos quadros de colite cronica (Marciano et al., 2015), cistite
granulomatosa (Kontras et al., 1971), abcessos hepaticos e infec¢cdes pulmonares causadas por
bactérias (Freeman et al., 2011; Leiding et al., 2012). Todavia, a etiologia da hiperinflamacéo

na CGD ainda ndo foi elucidada.

1.3 NADPH oxidase e a resposta imune inflamatoria

A NADPH oxidase consiste em um complexo enzimatico localizado na membrana
plasmatica, em endossomos e fagossomos, sendo altamente expresso em fagdcitos (neutrofilos,
macrofagos, células dendriticas) e em niveis mais baixos em linfécitos e células endoteliais
(Dingjan et al., 2017). Estruturalmente é composto por 5 subunidades proteicas, das quais duas
sdo transmembranares, denominadas gp91phox e p22phox, e as trés demais sdo 0s componentes

citosélicos p47phox, p40phox, p67phox (Vermot et al., 2021).

Uma vez que a célula é ativada, as subunidades citosélicas sao translocadas para a
membrana do fagossomo com o auxilio da proteina GTPase Rac, onde se agrupam com
p22phox e gp91lphox para formar uma NADHP oxidase funcional (Vermot et al., 2021).
Recentemente, a proteina CYBC1, que € uma chaperona, foi descrita como sendo necessaria
para a expressdo do heterodimero gp91phox e p22phox, entretanto, seu mecanismo de interacdo

com a NADPH oxidase ainda é pouco compreendido (Thomas et. 2018; Thomas et al.,2019).

A NADPH oxidase atua catalisando a formacéo do radical livre superéxido (O?") por
meio da transferéncia de um elétron da NADPH para o oxigénio molecular (O?). O superéxido
é convertido em peroxido de hidrogénio (H202) espontaneamente ou pela acdo da enzima
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superoxido dismutase (SOD). O peroxido de hidrogénio é convertido em oxidantes reativos
mais potentes, como OH" ou HOCI, pela mieloperoxidase (MPO) (Bylund et al., 2010; Vermot
etal., 2021).

As EROs produzidas pela NADPH oxidase foram amplamente estudadas nos ultimos
anos pelo seu papel na ativacdo da explosdo oxidativa de fagocitos, exercendo uma funcéo
microbicida, mediada principalmente por neutréfilos e macréfagos, esclarecendo seu papel no
sistema imune inato (Segal et al., 2005; lles e Forman, 2002). Porém, seu papel no sistema
imune adaptativo comegou a ser considerado ha pouco tempo.

Estudos recentes tém destacado as células dendriticas (DCs), um grupo heterogéneo de
células responsaveis pela modulacdo de respostas adaptativas celulares. As DCs apresentam
podem interagir direta e indiretamente com linfécitos T, em um processo conhecido como
sinapse imunolédgica. As DCs atuam diretamente pela captura de antigenos, transporte para
regides onde ha grandes quantidades de linfécitos T e apresentacdo desses antigenos para 0s
linfécitos T. Ainda, ha uma interacdo de forma indireta entre DCs e linfocitos T, a qual ocorre
pela liberacdo de citocinas capazes de direcionar a polarizacéo de linfocitos T efetores (Cabeza-
Cabrerizo et al.,2021).

O estado de maturacdo no qual uma DC se encontra pode influenciar a duragéo da
sinapse imunoldgica, onde DCs maduras realizam sinapses mais duradouras que DCs imaturas.
George-Chandy e colaboradores (2008) relatam que a deficiéncia de NADPH oxidase pode
induzir mudancas no estado de maturacao das DCs, o que pode impactar na inducao da resposta
das células T. Entretanto, ndo sdo bem compreendidas as consequéncias da falha da NADPH
oxidase de DCs na expressdo de moléculas coestimuladoras, apresentacdo de antigenos para
linfocitos T e producdo de citocinas.

Quanto a diferenciacdo de linfécitos T, a acdo das EROs na modulacdo do fenétipo T
CD4+ (Th1/Th2/Th17/Threg) também ndo é elucidada (Cachat et al., 2015). No entanto, relatos

apontam que os fenotipos pré-inflamatorios Th1/Th17 parecem ser favorecidos.

1.3.1 Papel das células dendriticas na inflamacéo

As células dendriticas (DCs) compreendem células da resposta imune inata que estdo
relacionadas com a orientacdo da resposta imune adaptativa, sendo responsavel pela interacéo

desses dois sistemas. As DCs sdo as principais células apresentadoras de antigenos (APCs),
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sendo especializadas na instrucao dos linfocitos T naive em linfécitos efetores. Assim, as DCs
reconhecem, processam e apresentam antigenos, fornecendo os sinais para ativacao eficaz de
linfécitos T (Zanna et al., 2021).

Além disso, as DCs desempenham outras fungbes na imunidade do hospedeiro,
induzindo respostas inatas pré-inflamatorias, ativando e induzindo linfocitos T naive e de
memoria, além de linfécitos B. As DCs também possuem atividade tolerogénica, uma vez que,
na auséncia de inflamac&o, atuam apresentando antigenos proprios para linfdcitos T, instruindo-
os a um fendtipo regulador (lberg e Hawiger, 2020). Portanto, as DCs controlam respostas

imunes, sendo consideradas como um ponto de controle e regulacao da resposta adaptativa.

As DCs sao consideradas um grupo de células sentinelas no sistema imunoldgico, sendo
derivadas de células precursoras na medula 6ssea e migrando para diferentes regibes do
organismo, formando um sistema celular amplamente distribuido por todo o corpo, incluindo
sangue periférico, superficies mucosas, tecidos linfoides (como baco, timo e linfonodos) e
tecidos ndo linfoides (figado e rins) (Rehman et al., 2017). Nesses locais, as DCs completam
seu processo de diferenciacdo, entretanto ainda permanecem imaturas, apresentando baixa
expressdo de MHC-11 e moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86 e CD40 (Carenza et al.
2019).

Quando a homeostase do sistema imune € perturbada, as DCs atuam por meio de
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), que compreendem moléculas indutoras de
fagocitose, como receptores do sistema complemento CR3 (CD11b / CD18), CR4 (CD11c /
CD18), o receptor de lectina do tipo C, DC-SIGN (CD209) e DEC-205 (CD205); e moléculas
de sinalizagdo celular, como receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD (NLR) e
receptores tipo RIG (RLR) (CAO, 2016; Durai e Murphy, 2016). Esses podem ser ativados por
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), danos (DAMPS) ou alteracGes de
homeostase (HAMPS) (Liston e Masters, 2017; Qian e Cao, 2018).

Em um processo infeccioso, uma vez que os PRRs foram ativados, ocorre a fagocitose
do microrganismo e mais complexos de NADPH oxidase sdo recrutados para a membrana
fagossomal, trafegando por vesiculas e produzindo EROs no lumen do fagossomo (Elsen et
al.,2004; Dingjan et al., 2017). As EROS atuam induzindo a morte dos microrganismos
ingeridos, retardando a quebra do antigeno e alterando o repertorio de peptideos (Rybicka et
al., 2012; Allan et al.,2014). Assim, em células dendriticas, a NADPH oxidase também modula

0 repertdrio de antigenos para apresentacao as celulas T.
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As DCs migram para o linfonodo e passam por um processo de maturagédo, marcado
pela perda da habilidade de captacdo de antigenos e ganho da fungdo de apresentacdo de
antigeno (Hilligan e Ronchese, 2020). As DCs aumentam a expressdo do complexo principal
de histocompatibilidade de classe I e Il (MHC-1 e MHC-I1) em sua superficie celular ligados a
peptideos antigénicos, bem como moléculas coestimulatérias, como CD80/86 e CD40 em sua
superficie celular (Steinman e Young, 1991). A combinacdo dos sinais peptideo:MHC e
moléculas coestimulatorias regula a especificidade e magnitude da resposta das células T. As
DCs maduras podem secretar uma gama de citocinas imunoestimulantes capazes de influenciar
fortemente o fendtipo dos linfocitos T efetores (Kalinski et al., 1999; De Jong e Smits, 2005).
As citocinas mediadoras de respostas pro-inflamatorias séo a IL-12, relacionada a polarizagdo
de linfocitos Thl, ao passo que as IL-6, TGF-b, IL-23 e IL-1b polarizam linfécitos Th17
(Schraml, Reis e Sousa, 2015).

Figura 2. Principais interagdes realizadas durante a sinapse imunologica e os trés sinais que induzem a

ativacdo e diferenciacdo de linfocitos T.
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O primeiro sinal consiste na apresentacdo de antigenos pela interacdo MHC-peptideo e 0 TCR. O
segundo sinal € a coestimulacdo. O terceiro sinal é gerado pela liberacéo de citocinas (Adaptado de
Wang et al., 2017).
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1.3.2 Respostas pro-inflamatoérias linfocitarias: Thl e Thl7

Os linfocitos T CD4+ desempenham funcGes efetoras importantes na resposta imune,
bem como um papel crucial nos processos inflamatorios. A primeira etapa na diferenciacéo dos
linfécitos T naive consiste na estimulacdo antigénica, resultando da interacdo do TCR e do
CD4+ como o complexo antigeno-MHC |1 das células dendriticas (Lilligan e Ronchese, 2020).
A ativacdo do TCR acoplado a CD3 induz a ativagao de vias de sinalizacdo a jusante, que levam
a proliferacéo e diferenciacdo dos linfocitos T naive em células efetoras. A polarizagdo do
linfocito efetor depende do meio de citocinas, bem como da concentracdo de antigenos e

moléculas coestimulatérias (Kreileder et al., 2021).

A fonte inicial de citocinas séo as APCs, bem como outros membros das células imunes
inatas. Posteriormente, algumas das citocinas produzidas pelas células em diferenciacdo podem
criar um ciclo de feedback positivo, pelo qual a diferenciagéo e a resposta séo ligeiramente
aumentadas. As respostas pro-inflamatorias sdo mediadas por linfécitos Thl e Th17 (Kamali
etal., 2019).

Linfocitos Thl sdo caracterizados pela producdo de IFN-y, citocina que promove
ativacdo de mondcitos, levando ao aumento da producdo de citocinas inflamatdrias e da
expressdo de MHC de classe Il (Abebe et al., 2019). Outro tipo de resposta inflamatéria é
ocasionado pelas células Th17, assim denominadas devido a producéo de IL-17, que tém como
alvo células do sistema imunoldgico inato e células epiteliais. Nestas células, a IL-17 induz a
producdo de G-CSF e IL-8, que levam ao aumento da producéo e recrutamento de neutrofilos,
respectivamente (Miossec e Kolls, 2012). A producdo de GM-CSF e IL-22 também s&do
moduladas por células Th1l7, induzindo a producdo de granulécitos e mondcitos na medula
Ossea e células epiteliais de tecidos de barreira, como a pele, intestino e pulmao, para melhorar

a defesa antimicrobiana e a integridade da barreira epitelial (Weaver et al., 2013).
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Figura 3. Modelo para diferenciacdo de linfocitos T CD4+ naive.
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Nesta figura destacamos que na presenca de 1L-12, a diferenciagéo de células T CD4+ naive em células
Th1 requer a ativacdo do fator de transcri¢do regulador mestre T-bet através de STAT1 e STAT4. As
células Thl produzem IFN-y e estdo envolvidas na imunidade mediada por células contra bactérias e
virus intracelulares. A combinagdo de TGF-b e citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e 1L-23, conduz
a diferenciacdo de células T CD41 virgens em células Th produtoras de IL-17 (Th17) através da
regulacdo de STAT3 e RORct. As células Th1l7 desempenham um papel critico na protecdo do
hospedeiro contra patdgenos extracelulares e em doengas autoimunes inflamatorias (Miossec e Kolls,
2012).

Muitas doencas inflamatérias crénicas sdo caracterizadas por respostas inadequadas ou
desreguladas das células T CD4+. Desse modo, estudos descreveram o aumento da resposta
Th17 em casos de inflamacdo crénica em doencas autoimunes, como doenca de Chron, asma e

psoriase (Miossec e Kolls, 2012).

As EROs também vem sendo apontadas como agentes importantes na diferenciacao de
linfocitos T, favorecendo os fenoétipos pro-inflamatérios Thl / Th17. Horvath e colaboradores
(2011) documentam niveis aumentados de IL-23, IL-17 e IL-21, aumento de células Th17 e
baixos niveis de IFN-y em células de pacientes DGC estimuladas com PMA-+ionomicina,

indicando um desequilibrio na resposta Th1/Th17 em pacientes com DGC.
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A ativacdo excessiva do eixo Thl7 pode potencializar a formagdo de granuloma e
provavelmente desempenhar um papel na patogénese de doencas autoimunes em pacientes com
DGC, notadamente doenca inflamatoria intestinal (Horvath et al., 2011).

A etiologia exata da hiperinflamacdo na CGD ainda permanece obscura. Dessa forma,
este estudo se propde a investigar a hipdtese de que células dendriticas derivadas de mondcitos
de pacientes com DGC, devido ao defeito no funcionamento da NADPH oxidase, apresentam
alteracdes na producdo de citocinas bem como com o comprometimento da apresentacao de

antigenos a linfocitos T CD4+, levando ao desequilibrio na geracdo Th1/Th17.

Compreender melhor a comunicacdo entre imunidade inata e adaptativa em pacientes
DGC ¢é um passo fundamental para identificar novos alvos terapéuticos, imunomoduladores e

elucidar novos mecanismos de protecdo da resposta imune nos pacientes com DGC.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

e Auvaliar o potencial de apresentacdo de antigenos por células dendriticas de pacientes

com DCG e a inducdo dos perfis de linfocitos T auxiliar (Th).

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a clinica da coorte de pacientes DGC,;

¢ Investigar a genética dos pacientes DGC por Sanger e WES;

e Avaliar a expressao de moléculas de superficie em mo-DC estimuladas com LPS,
Candida albicans e BCG;

e Avaliar a secrecdo de citocinas em culturas de mo-DCs e coculturas de mo-DCs com
linfocitos T;

e Avaliar expressdo de moléculas de superficie em linfocitos T cocultivados com mo-
DCs estimuladas com LPS, Candida albicans e BCG.
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3 METODOLOGIA
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3.1 Casuistica

O estudo utilizou amostras de sangue periférico, sendo 20 mL coletados em tubo
contendo heparina sédica e 2 mL em tubo contendo EDTA. A coorte do presente estudo foi
composta por 11 pacientes de DGC dentre faixa etaria de 1,6 a 19 anos de idade, sendo 7 do
sexo masculino e 4 do sexo feminino. Os pacientes que foram cordialmente convidados a
participarem do estudo apresentavam alteracdo da explosao respiratoria pelo ensaio bioquimico
de DHR, além de clinica sugestiva de DGC conforme indicado pela Fundacéo Jeffrey Model.

Eventos de infec¢cdo ativa e/ou neoplasia, insuficiéncia renal ou hepética, pacientes
portadores do virus HIV ou tratados com imunossupressores; além daqueles com diagndéstico
laboratorial incidental de imunodeficiéncia primaria com predominancia de defeitos de
anticorpos, sem historia de infeccBes de repeticdo severas foram usados como critério de

exclusdo e ndo inclusio.

Pareadas com as amostras dos pacientes, foram coletadas amostras de sangue de
individuos saudaveis ndo parentais aos pacientes para compor o grupo controle, a fim de serem
mantidas as condicdes de coleta, armazenamento e transporte das amostras dos dois grupos. O
grupo controle foi composto por individuos de idade igual ou superior a 18 anos, que nao
possuem diagnéstico de HIV/AIDS, nem apresentam infec¢cdes, doencas autoimunes ou
inflamatorias; tampouco fazem uso de medicamentos. Foram avaliados 11 individuos
saudaveis, sendo 5 (cinco) do sexo masculino e 6 (seis) do sexo feminino, com idades entre 23
e 30 anos.

Os pacientes menores de idade estavam devidamente acompanhados de seus
responsaveis no momento da coleta, a qual ocorreu ap6s a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto de pesquisa, o protocolo experimental e
os TCLEs utilizados contemplaram os quesitos éticos aprovados pelo Comité de Etica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo-ICB/USP (Anexo A).

3.2 Investigacao genético-molecular
3.2.1 Obtencao das amostras de DNA genémico (JgDNA)

O DNA gendmico foi extraido a partir de 2mL de sangue total (coleta em tubo de EDTA,
BD Vacutainer) com o Wizard ® Genomic DNA Purification Kit (Promega, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A quantidade e qualidade das amostras foram estimadas com o
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espectrometro NanoDrop 2000/2000c ™ (Thermo Fischer, EUA), no comprimento de onda
260nm. A integridade do DNA foi avaliada pela técnica de eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampdo TAE 1% (TRIS 0,004M, EDTA 0,001, Acido acético glacial, pH 8,0) com
configuracdo de 100V, 400A por 45 mim. As amostras de DNA foram adicionadas a 200ng/uL
no gel juntamente com SYBR safe (Invitrogen, EUA). Como padrdo de peso molecular foi
utilizado low mass DNA ladder (Thermo Fisher, EUA).

3.2.2 Sequenciamento do exoma completo (WES)

O sequenciamento foi realizado no sistema NovaSeq™ 6000 (Ilumina, EUA). Todo o
procedimento foi realizado pelo Centro de Estudos Sobre o Genoma Humano e Células Tronco
(CEGH-CEL) da Universidade de Sdo Paulo (USP). Os arquivos foram disponibilizados em
formato fastg, BAM, bem como um arquivo no formato “xlIsx” contendo o alinhamento,
identificacdo de variantes e anotacdes de SNPs e indels. Variantes com cobertura igual ou
menor a 10 reads (leituras de uma base) ou uma qualidade de SNP em escala Phred menor ou

igual a 30 foram desconsideradas.

A filtragem de variantes foi realizada a partir do arquivo “.xlsx” contendo o
alinhamento, identificacdo de variantes e anotacGes de SNPs e indels. Foram selecionadas
variantes com base em qualidade (CADD Phred score >15), frequéncia alélica na amostra e
tipos de mutacdo, quanto mutagdes ndo sinbnimas (missense), mutacdes sem sentido
(nonsense), mutagdes que afetam o processamento do mRNA (splicing) e mutac6es de mudanga
de quadro de leitura (frameshift) causadas por insercdes ou delecdes (indels) que envolvem o

namero de pares de base que ndo é multiplo de trés.

A patogenicidade das variantes foi avaliada in silico pelos algoritmos Mutation Tester
(http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/).

As variantes foram avaliadas em diferentes bancos de dados publicos de frequéncia
populacional como gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/), ABraOM

(https://abraom.ib.usp.br/) e 1000Genomes (https://www.internationalgenome.org/). Foi

verificada a presenca das variantes em bancos de dados clinicos como ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e OMIM (https://www.omim.orqg/).



http://www.mutationtaster.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
https://gnomad.broadinstitute.org/
https://abraom.ib.usp.br/
https://www.internationalgenome.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.omim.org/
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3.2.3 Sequenciamento de Sanger

Foram realizadas amplificacdes por PCR convencional e purificagdo com EXoSAP-IT™
(Applied Biosystem, EUA) e enviadas para o servi¢o terceirizado CEGH-CEL, USP. As
amostras foram disponibilizadas no formato . ab1” e analisadas no software BioEdit (Tom

Hall Ibis Therapeutics).

As sequencias obtidas foram comparadas com as sequencias disponibilizadas nos

bancos de dados RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) e  Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html ).

3.3 Investigacéo da hiperinflamacédo em pacientes DGC

3.3.1 Isolamento de monacitos e linfécitos T naive a partir de PBMC

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas a partir de 20
mL de sangue total (coleta em tubo BD Vacutainer com heparina) de individuos saudaveis,
sendo obtidas por centrifugacdo em gradiente de densidade utilizando Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare, Suécia). O sangue foi diluido em PBS na razdo de 1:1 e adicionado lentamente a
tubos conicos de 15 mL contendo 1/3 do volume total de Ficoll-Paque PLUS. Em seguida, o
tubo foi submetido a centrifugacao por 20 minutos a 600g. O anel linfocitario foi retirado com
pipeta de transferéncia e lavado uma vez com solucgéo salina, centrifugando-se por 10 minutos
a 600g e ressuspendida em 1 mL de meio RPMI 1640 suplementado 10% com SFB e 1% de
penicilina e estreptomicina (Gibco, USA).

Procedeu-se a determinacdo do numero de células pela contagem em cémara
hemocitométrica modelo Neubauer (KASV1) sendo avaliada a viabilidade celular com azul de
tripan 0,4% (Merck Millipore, Alemanha).

O isolamento dos mondcitos classicos, ndo-classicos e intermediario, a partir da
suspencao celular, foi realizado com o Human Pan Monocytes Isolation Kit (Miltennyi Biotec,
Alemanha), ao passo que os linfocitos T naive foram isolados com Human T Naive Pan T Cell
Isolation Kit (Miltennyi Biotec, Alemanha), ambos seguindo as recomendac6es do fabricante.
Os procedimentos foram realizados com colunas magnéticas LS Columns (Miltenyi Biotec,
Alemanha) por selecdo positiva para a obtencdo dos mondcitos marcados com as microesferas
magnéticas e selecdo negativa para obtencdo dos linfocitos T naive. Os linfécitos foram
congelados para realizagdo do ensaio de cocultura.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
https://www.ensembl.org/index.html
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Os linfocitos T naive foram congelados a -80°C, contendo 1 - 10° células em 1mL de
SBF com 10% de DMSO em tubo criogénico. Para descongelamento, as células foram
acondicionadas em banho-maria a 37 °C e rapidamente transferidas para tubo estéril com 10mL
de meio de cultura e lavadas uma vez com RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 1%
de antibidtico. As células foram centrifugadas por 6 minutos a 500g. Apo6s a contagem em
camara de Neubauer, as células foram mantidas em garrafa de cultura por 24 horas a 37°C e sob
tenséo de 5% de COg, para recuperacdo do metabolismo. A viabilidade das células foi realizada
por ensaio de exclusdo colorimétrica com azul de tripan (0,04%), semelhante ao descrito no
topico 3.3.5.

3.3.2 Diferenciacao e maturacdo de células dendriticas derivadas de mondcitos (mo-DCs)

ApOs a separacdo, os monocitos foram distribuidos em placas de 24 pogos (2 - 10°
células/pogo) e foram cultivados em 500mL de meio RMPI acrescido com 50 ng/mL de Fator
Estimulador de Col6nias de Granulocitos e Macrofago (GM-CSF; PeproTech, EUA) e 50
ng/mL de Interleucina 4 (IL-4; PeproTech, EUA), a fim da diferenciacdo em mo-DCs imaturas.
Os mondcitos foram acondicionados em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO- por
5 dias. No quinto dia, as mo-DCs imaturas foram estimuladas com BCG (5:1 MOI), LPS
(100ng/mL) e Candida albicans (2:1 MOI), exceto controle negativo, o qual nao foi estimulado.

As células foram incubadas por mais 24 h para maturacdo (Figura 4).

Figura 4. Diferenciacdo e maturacéo de células dendriticas derivadas de mondcitos.
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Mondcitos foram diferenciados em células dendriticas em meio RPMI suplementado com 10% de SBF
e 1% de penicilina e estreptomicina, 50 ng/mL de GM-CSF e 50 ng/mL de IL-4, sendo obtidas no 5° dia
de cultura mo-DCs imaturas. As mo-DCs imaturas foram estimuladas com BCG (5:1MOI), LPS
(100ng/mL) e Candida albicans(2:1MOI) por 24h para maturacdo. Fonte: autoria propria.

A Candina albicans foi cultivada em meio caldo Sabouraud sob agitacédo a 37°C,
overnight. Findado o periodo de cultura, centrifugou-se a 900g por 7 minutos. O sobrenadante
foi descartado e a Candida albicas foi ressuspendida em 1 mL de meio RPIM para contagem
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do nimero de leveduras em camara hemocitométrica. A C.albicans na morfologia de hifas
foram inativadas em banho-maria a 70°C por 1 hora e entdo utilizadas para pulsar as mo-DCs

imaturas.

A BCG utilizada neste estudo pertence a cepa Moreau RJ, encontrando-se armazenadas
-80°C em meio RPMI para uso. Os bacilos foram previamente cultivados em meio liquido
Middlebrook 7H9 ou meio sélido Middlebrook 7H10, suplementados respectivamente com
10% de ADC mais 0,05% de Tween-80 e 10% de OADC; inativados em banho-maria a 70°C
por 1 hora e armazenados em meio RPMI para uso.

3.3.4 Avaliacéo fenotipica de mo-DC imaturas e maduras

Foram avaliados o perfil fenotipico de mondcitos, mo-DC e mo-DC maduras. Os
monacitos foram obtidos apds 3 horas de aderéncia na placa, ao passo que as mo-DC imaturas
e mo-DC estimuladas foram obtidas no 5° e 6° dia de cultura, respectivamente. As células foram
retiradas da placa através da adicdo de meio RPMI gelado e scraper. Em seguida foram
centrifugadas por 10 minutos a 600g e ressuspendidas de modo a se ter 8 - 10* células em
500mL de PBS.

A marcacdo foi realizada em um painel, sendo adicionados os anticorpos e entéo
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente protegido da luz. No primeiro foram
adicionados 3uL de CD14-(PercP-Cy5.5); 0,3uL de CD11c-BV605; 0,75uL de CDl1a-BV421;
1uL de HLA-DR-APC; 0,3uL de CD83 PE-Cy7; 0,2uL de CD40-BV711; 1uL de CD80-PE,
0,75uL de CD86 BV510 (Tabela 2).

Tabela 2. Painel de anticorpos para marcacao de mondcitos e células dendriticas derivadas de
monocitos.

anticorpos Fluorocromo Canal Clone Empresa
CD14 PercP-Cy5.5 BL3 M5E2 BD Biosciences
HLA-DR APC RL1 L243 BD Biosciences
CD11c BV605 VL3 S-HCL-3 BD Biosciences
) CD1la BVv421 VL1 H1149 BD Biosciences
Painel CD83 PE-Cy7 BL4 HB15e BD Biosciences
CD80 PE BL2 L307.4 BD Biosciences
CD86 BV510 VL2 2331 BD Biosciences

CD40 BVv711 VL4 5C3 BD Biosciences




37

Figura 5. Representacéo gréfica da estratégia de andlise utilizada na caracterizacdo da expresséo de
marcadores extracelulares em mondcitos, mo-DCs imaturas e mo-DCs maduras.
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Primeiramente foram selecionadas as populacdes de mondcitos ou mo-DCs segundo o tamanho e
granulosidade caracteristicos dessas células (A), seguido da exclusdo de doublets (B) e delimitacdo das
populagdes com base na expressdo de CD14 e HLA-DR dentro dos gates single cells (C). No caso dos
monacitos, gate CD14+HLA-DR- e, no caso das mo-DCs imaturas e maduras, gate para CD14-HLA-
DR+, nos quais as analises fenotipicas foram realizadas. Fonte: autoria prépria.

A avaliacdo imunofenotipica foi realizada com base na expressdo do MFI dessas
moléculas de superficie por citometria de fluxo Attune™ (ThermoFisher Scientific).Foram
adquiridos no minimo 10.000 eventos de uma populacdo celular determinada segundo suas
caracteristicas de tamanho e granulosidade, excluindo-se a regido de linfocitos e células mortas.

Para andlise dos monacitos e células dendriticas, em gréafico de tamanho (FSC-forward

scatter|) por granulosidade (SSC-side scatter), delimitou-se por um gate a populacdo que
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possuia esses parametros caracteristicos dos mondcitos e dentre as células presentes. A partir
da populacdo selecionada, os parametros FSC-A/FSC-H foram aplicados, de maneira a eliminar
os doublets (células que passam unidas através do laser e séo reconhecidas como um Unico
evento), e se obteve 86% de células Unicas (single cells) (Figura 4B). A partir dessa populagéo,
a expressdo das moléculas CD14 e HLA-DR foi analisada, na qual células expressando o
fendtipo CD14-HLA-DR+, caracteristico de mo-DCs imaturas diferenciadas a partir de
monacitos, representadas no quadrante Q3, atingiram uma porcentagem de 75% de células

diferenciadas.

3.3.5 Viabilidade celular por excluséo colorimétrica com azul de tripan 0,4%

Mondcitos, mo-DC imaturas e mo-DC estimulados foram coletadas e centrifugadas a
600g por 10 minutos e ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI. Em 90uL de suspenséo celular
foi adicionado 10uL de azul de tripan, deixou-se reagir por 3 minutos e foi feita a contagem de
400 células (vivas ou mortas) em camara de Neubauer. A porcentagem de células viaveis foi

calculada usando a seguinte equacao:

numero total de células viaveis /mL 100

Células vidveis(O
élulas vidveis(%) total de nimero de células/mL

3.3.6 Avaliacdo do perfil fenotipico de linfocitos T co-cultivados com mo-DCs

Para a avaliacdo fenotipica, linfécitos T naive cocultivados por 5 dias com mo-DCs
estimuladas com BCG (5:1 MOI), LPS (100 ng/mL) e Candida albicans (2:1 MOI) na
proporcao de 5:1. Os linfocitos foram coletados da placa de cultura pela adi¢cdo de meio de meio
RPMI. Em seguida foram centrifugados por 10 minutos a 600g e ressuspendidas de modo a se
ter 2,5 - 10° células em 500mL de PBS.
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Figura 6. Cocultura de linfocitos T com células dendriticas derivadas de mondcitos.
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Mondcitos foram diferenciados em células dendriticas em meio RPMI suplementado com 10% de SBF
e 1% de penicilina e estreptomicina, 50 ng/mL de GM-CSF e 50 ng/mL de IL-4, sendo obtidas no 5° dia
de cultura mo-DCs imaturas. As mo-DCs imaturas foram estimuladas com BCG (5:1MOI), LPS
(100ng/mL) e Candida albicans(2:1MOI) por24h para maturagdo. No 6° dia, foram adicionados 10
linfocitos T naive para cada 1 mo-DCs, sendo cocultivadospor 5 dias. Os linfocitos T foram previamente
marcados com CellTrace™ Violet para avaliacao de linfoproliferacdo e no 11° dia foram avaliados com
marcadores de diferenciacdo celular. Fonte: autoria propria.

A marcacdo fenotipica foi realizada conforme o painel da tabela 3. Os tubos foram
incubados durante 10 min. a 37°C. Ap0s, acrescentou-se 2mL de tampéo de lise (RBC Lysis
Solution - QIAGEN). Os tubos foram homogeneizados e incubados durante 10 min a 37°C,
centrifugando-os novamente. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com
PBS suplementado com SFB1%. Apo6s a lavagem adicionou-se 1mL de tampéao Phosflow Perm
Buffer I11 (BD Biosciences) em todos 0s tubos, incubando-os durante 30 min. a 4°C. Os tubos
foram centrifugados e o sobrenadante descartado. Foram adicionados a cada tubo 3 pL de anti
CD3- FITC; 2 uL de CD4-BV605;4 uL de CD8- BV421; 1,2 uL. de CCR7-Pacific Green; 1,5
uL de CD45RA- Pe-Cy7; 10 uL de RORyT- PE; 12 pL de STAT-4 -PerCP-Cy 5.5; 8 uL de
STAT-3- APC e 10 pL de T-BET- BV711. Os tubos foram incubados por mais 30 min. a TA,
protegido da luz. As células foram lavadas e ressuspensas em 500uL de CellFIX (BD

Biosciences). (Tabela 3).
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Tabela 3. Painel de anticorpos para marcacdo de linfocitos T cocultivados com mo-DCs.

anticorpos Fluorocromo Canal Clone Empresa

CD3 FITC BL1 HIT3a BD Bioscience
CD4 BV605 VL3 RPA-T4 BD Bioscience
CD8 BVv421 VL1 3B5 Thermo Fisher

CCRY7 Pacific Green VL2 G043H7 BioLegend
Painel CD45RA Pe-Cy7 BL4 EBio4B10 BD Bioscience
RORyT PE BL2 Q21-559  BD Bioscience
STAT-4 PerCP-Cy 5.5 BL3 38/p-Stat4  BD Bioscience
STAT-3 APC RL1 M59-50 BD Bioscience
T-BET BV711 VL4 04-46 Thermo Fisher

A avaliacdo imunofenotipica foi realizada com base na expressdo do MFI dessas
moléculas de superficie por citometria de fluxo Attune (ThermoFisher Scientific).

Foram adquiridos 10.000 eventos de uma populacéo celular determinada segundo suas
caracteristicas de tamanho e granulosidade, excluindo-se a regiao de linfocitos e células mortas.

A analise dos dados da citometria foi dada pela determinacéo da populacéo de linfdcitos
pelo tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) caracteristicos de coculturas, criando-se o gate
de linfocitos. Dentro desse gate fez-se um segundo gate de tamanho selecionam &rea por altura,
caracterizando as chamadas single cells (FSC-H x FSC-A), excluindo células que porventura
tenham passado juntas na frente do laser e tenham sido lidas como um evento Unico. As células
foram separadas baseados nos marcadores caracteristicos linfocitos T auxiliares (CD3+CD4+)
e T citotoxicos (CD3+CD8+). Dentro da populacdo CD3*CD4*, foram determinados os
estagios de maturacdo celular em T naive (CD45RA*CCRT7™) e efetores (CD45RACCRY"). Por
fim, dentro da subpopulacdo efetora foram avaliadas células diferenciadas em Th1(T-
bet"'STAT-4%) e Th17 (RORyT* STAT-3%).
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Figura 7. Estratégia de analise de imunofenotipagem de linfdcitos T naive cocultivados com mo-DCs.
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Dotplots de tamanho (FSC-A) por complexidade (SSC-A) com a subpopulacdo caracteristica de linfocitos (A);
marcagao da populagdo de linfécitos T, CD3+ (B); diferenciacdo das populagcbes CD4+ e CD8+ dentro de CD3+
(C); separacdo das subpopulaces naive e efetoras caracterizadas por presenca ou auséncia dos marcadores
CD45RA e CCRY7, no dotplot representativo de CD3+CD4+ apenas, em que Q2 corresponde as células T naive,
Q4 as células efetoras. Dentro de Q4(células efetoras), foram definidas as subpopulagdes Th1(Q6) para células
expressando T-bet e STAT-4 e Th17(Q6) para células positivas para os marcadores RORy-T e STAT-
3. Fonte: autoria propria.
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3.3.7 Dosagem de citocinas

A producéo de citocinas ¢ um dos mais importantes fatores de regulacdo da resposta
inflamatoria. Assim, foi avaliada a expressdo de 11-12p70, TNF-a, IFN-y e IL-10 no
sobrenadante da cultura de mo-DCs imaturas e ativadas com BCG (5:1 MOI), LPS (100 ng/mL)
e Candida albicans (2:1 MOI) obtido no quinto dia para avaliacdo de mo-DCs imaturas e 6°dia

para mo-DCs ativadas.

Ainda, foi avaliada a expressao de IL- 17A, IFN-y e IL-6 em sobrenadante de coculturas
de linfocitos T naive cocultivados por 5 dias com mo-DCs estimuladas com BCG (5:1 MOI),
LPS (100 ng/mL) e Candida albicans (2:1 MOI) obtido no 5° dia de cocultura.

Para as dosagens foi utilizada a técnica de ELISA especifica para cada citocina,

seguindo-se recomendac@es do fabricante, com os resultados expressos em pg/mL (tabela 4).

Tabela 4. Citocinas quantificadas em ensaios de cultura de mo-DCs e cocultura de
mo-DCs com linfdcitos T.

Ensaio Citocina Kit Fabricante

mo-DC 11-12p70 BD OptEIA™  BD Bioscience
TNF-a BD OptEIA™  BD Bioscience

BD OptEIA™  BD Bioscience

IL-10 BD OptEIA™  BD Bioscience

LT+ mo-DC IL-17A BD OptEIA™  BD Bioscience
IFN-y BD OptEIA™  BD Bioscience

IL-6 BD OptEIA™  BD Bioscience

mo-DC: cultura de células dendriticas imaturas e maduras; LT + mo-DC: cocultura de linfécitos T com
mo-DCs ativadas com BCG, LPS e C.albicans .

3.3.8 Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados nédo
paramétricos, foram avaliados por teste Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn’s. Os
dados foram expressos como média com desvio padréo. O nivel de significancia adotado foi de
5%, ou seja, a probabilidade de p<0,05 capaz de revelar a existéncia de diferencas
estatisticamente significantes entre os dados dos diferentes grupos. Todas as analises foram

realizadas no Software Prisma 8.00 (GraphPadSoftawer Inc.).
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4 RESULTADQOS
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4.1 Andlise clinica e laboratoriais dos pacientes DGC

O presente estudo foi realizado a partir de amostras coletadas de 11 pacientes
diagnosticados com DGC, todos apresentando quadro clinico sugestivo da doenca e alteracdo
da explosdo respiratéria avaliada pelo ensaio de DHR (Tabela 5). As amostras tiveram
diferentes procedéncias, 3 pacientes oriundos do estado Ceara, 2 de Sdo Paulo e 6 do Rio de

Janeiro.

O grupo de pacientes analisados é composto por 7 meninos (63,64%) e 4 meninas (36,36%),
com apresentacdo da primeira manifestacdo clinica entre 28 dias e 14 anos de idade, sendo
diagnosticados entre 1 ano e 18 anos apds a primeira manifestagao.

As manifestacdes clinicas mais comuns foram: abcessos(n=10), pneumonia (n=6), sendo de
repeticdo em 3 pacientes; amigdalite (n=4), IVAS (n=4) e diarreia (n=4). Outras manifestacfes
foram infec¢Ges do trato urinario (n=2), hiperplasia do linfonodo (n=2), otite (n=1), granuloma
vocal (n=1), sinusite de repeticdo (n=1), piodermite de repeticdo (n=1), sepse (n=1),
osteomielite (n=1).

Abcessos em diferentes formas revelou-se a causa mais comum de patologia infecciosa e
ndo infecciosa, ocorrendo em 72,73% dos pacientes, abcesso hepatico foi o mais frequente,
sendo ainda relatado abcesso cerebral, coxa, regido inguinal, cervical, cutaneo, subungueal,
amigdaliano. Na maioria dos casos, esses abcessos recorrentes necessitaram ser drenados

cirurgicamente (54,54%) tendo baixa resposta ao tratamento com antibiéticos.

Na DGC, infecgdes multiplas e recorrentes ocorrem por uma variedade de microrganismos.
De acordo com nimero de microrganismos isolados (n=5), duas compreendem bactérias gram-
positivas (Streptococcus pneumonia e Staphylococcus aureus e duas gram-negativas

(Pseudomonas aeruginosa e Chromobacterium violaceum) e um fungo (Aspergillus fumigatus).

Todos os pacientes foram vacinados com a BCG conforme preconizado no cartdo vacinal
do Ministério da Saude. Apenas um paciente (P8) apresentou BCGite na forma disseminada,
havendo ulceracdo e secrecdo da cicatriz de BCG com 3 més de idade e resposta clinica

satisfatéria ao tratamento antimicobacteriano.

Os pacientes P4 e P5 encontram-se em espera de transplante de medula 6ssea (TMO).
Todos os pacientes recebem tratamento profilatico com sulfametoxazol-trimetoprima ou

Itraconazol.



Tabela 5. Caracterizacéo clinica dos pacientes com Doenca Granulomatosa Cronica (DGC).
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1a
. Consan- ) B Idade do B i o
Paciente sexo ldade o manifestacéo . Infecgdes Manifestaces clinicas Tratamento
guinidade . diagnostico
clinica
P1 F 19a7m N 2a 18a6m - ITU de repeticdo; sinusite de itraconazol;
S . sulfametoxanol + trimetoprima;
repeticdo; piodermite de
o acido fdlico
repeticéo; abcesso cerebral com
meningite associada
P2 M 1la3m S 1a8m 11a S. aureus abcessos hepaticos; amigdalite itraconazol; sulfametoxanol +
de repeti¢do; piodermite de trimetoprima; &cido folico
repeti¢éo; infeccdo das vias
aéreas superiores de repeticao
P3 M 15alm N 14a 14a3m Chromobacterium abcesso na coxa e regido itraconazol; sulfametoxanol +
violaceum inguinal esquerda trimetoprima
P4 M 2alm N 5m 1a5m - abcesso em regido cervical de itraconazol; sulfametoxanol +
repeticdo; pneumonia com trimetoprima
derrame pleural; abcesso
hepatico; diarreia cronica; IVAS
P5 M 12a8m N 9m la Citomegalovirus, multiplos abcessos hepaticos; itraconazol; predinisona;
Pseudomona hepatoesplenomegalia; isoniazida
aeruginosa pneumonia
P6 M 15a5m N 6m 6a - amigdalite de repeticéo, itraconazol; sulfametoxanol +

infecgdo do trato urinario de

trimetoprima; acido félico



P7

P8

P9

P10

P11

M

M

5alm

la7m

19a3m

20alm

21allm

1m

2m

28d

7a2m

10a

5m

6m

10a

8a

16a

Streptococcus

pneumoniae

BCGite

Aspergilus

fumigatus

repeticdo, pneumonia de
repeticdo, diarreia de repeticao
pneumonia de repeticao,
Infecgdes respiratdrias agudas
(IRA) viral
abcesso cutaneo, sepse, BCGite
disseminada
pneumonia, abcessos cutaneos e
subinguenal, abcesso
amigdaliano, linfadenopatia,
granuloma vocal
Otite de repeticdo, pneumonia,
amigdalite de repeticéo,
linfadenopatia (hiperplasia do
linfonodo), osteomielite, diarreia
de repeticdo, abcesso na coxa

Pneumonia de repeticéo,
abscessos em regido cervical
com
drenagem de secrecéo purulenta,

abscessos na perna
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itraconazol; sulfametoxanol +

trimetoprima; acido folico

itraconazol; sulfametoxanol +
trimetoprima; acido folico
fluconazol; sulfametoxanol +

trimetoprima; acido fdlico.

itraconazol; fluconazol;

sulfametoxanol + trimetoprima

itraconazol; sulfametoxanol +

trimetoprima

M= masculino; F= feminino; S= sim; N= ndo; a= anos; d= dias; m= meses.
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4.2 Variantes genéticas identificadas nos pacientes DGC

Em nossa coorte, obtivemos o total de cinco pacientes com diagnéstico molecular
concluido. Dois pacientes (P5 e P6) j& apresentavam investigacdo genética prévia ao estudo,
sendo identificadas as variantes patogénicas nonsense ¢.1140 G>A (p.Trp380X) no paciente P5
e missense ¢.1027 A>C (p.Thr343Pro) no paciente P6. Ambas as variantes estdo localizadas no
gene CYBB, 0 gene mais comumente afetado na DGC. Assim, realizamos o sequenciamento

completo do exoma dos 9 pacientes.

Em trés pacientes identificamos variantes previstas como patogénicas pelo Colégio
Americano de Genética Médica e Gendmica (ACMG) e associadas a DGC na literatura.

A anadlise do sequenciamento de exoma completo do P4 resultou na identificacdo da
variante nonsense ¢.388 C>T (p.Argl30X), identificada em hemizigose no exon 5 do gene
CYBB (transcrito ENST00000378588), resultando na substituicdo do aminoacido arginina no
residuo 130 por um cddon de parada prematuro, causando uma proteina truncada (Figura 8).

Figura 8. Cromatogramas de sequéncias de DNAg do exon 5 do gene CYBB.

ERX c.388 C>T p.Argl30Ter
G TGTOG AAT GC C|T|G AG T C .

Controle
G TG TGAATGT CTOC|Cc|le6 A6 Tc

WA

No cromatograma superior (P4) podemos observar a substituicdo de base C por T em comparagdo com

cromatograma de um individuo controle.

No P7 detectamos a variante nonsense ¢.868C>T (p.Arg290X), situada em hemizigose no
exon 8 do gene CYBB (transcrito ENST00000378588), a qual resulta na substituicdo do
aminoéacido arginina no residuo 290 por um codon de parada prematuro, também gerando uma

proteina truncada.


http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/transview?db=core;transcript=ENST00000378588
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/transview?db=core;transcript=ENST00000378588
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Pelo método de Sanger, detectamos na P10 a variante ¢.75_76delGT, no inicio do exon 2

do gene NCF1, gerando a substituicdo do aminoécido tirosina no residuo 26 por um cédon de

parada prematuro (Figura 9).

Figura 9. Cromatogramas de sequéncias de DNAg do exon 2 do gene NCF1.

VRAP c.75_76delGT p.Tyr26fsX26

11
cC A T G T A (¢

=

AATAVYYIYAYe

Controle
C A T G T A C

YA

C

110
C

T

T

No cromatograma superior (P10) podemos observar a auséncia das bases GT, representadas pela auséncia dos

picos AC presentes na fita reversa do gene NCF1 em comparacdo com cromatograma de um individuo controle.

Vale destacar que ndo foram identificadas variantes em genes relacionados a outras falhas

de fagdécitos, como G6PD ou MSMD.
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4.3 Avaliacdo das células dendriticas a partir mondécitos (mo-DCs)

Devido ao papel fundamental das células dendriticas como APCs no desencadeamento
de respostas imunes mediadas por células T, originamos células dendriticas a partir de
monocitos isolados de PBMC por selecdo magnética positiva usando microbeads magnéticas
anti-CD14. Os mondcitos foram cultivados com GM-CSF e IL-4 por 5 dias para obtencdo de
mo-DCs imaturas. As mo-DCs foram maturadas no quinto dia de cultura com: (a) BCG no MOI
de 5:1; (b) LPS na concentragdo de 100 ng/mL; e (c) Candida albicans no MOI de 2:1 por 24

horas.

Conforme apresentado na Figura 10A, podemos destacar que 0s mondcitos cultivados
na presenca de GM-CSF e IL-4 apresentam alteracfes no aspecto morfologico, onde as mo-
DCs imaturas apresentaram aspecto mais arredondados, tornando-se maiores, mais espraiadas,
com prolongamentos celulares e levemente fusiformes ap6s diferenciagdo em mo-DC maduras.

N&o houve diferenca morfoldgica entre as células dos individuos saudaveis e pacientes DGC.

O padrao da expresséo dos marcadores CD-14, HLA-DR, CD11c, CD1a, CD83, CD80,
CD86 e CD40 obtido nas populagdes de mondcitos, mo-DC imaturas e mo-DCs maduras
indicam que a diferenciacdo celular ocorreu conforme o esperado (Figura 10B). As células de
individuos saudaveis e pacientes DGC utilizada nos ensaios apresentaram cerca de 70% de
viabilidade celular (Apéndice A).
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Figura 10. Morfologia e padréo da expressdo de marcadores CD14, HLA-DR, CD11c, CD1a, CD83,
CD40, CD80 e CD86 na superficie de células dendriticas derivadas de mondcitos.
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Ap0s cinco dias de cultura sob estimulo de GM-CSF e IL-4, as DCs imaturas foram geradas, mudando
sua morfologia e expressdo de moléculas ap6s a ativacdo. (A) As células de individuos saudaveis e
pacientes foram observadas em microscépio invertido. (B) Padrdo representativo da expressdo
molecular de um individuo saudavel analisado por citometria de fluxo. Histogramas representativos da
expressao das moléculas CD14, HLA-DR, CD11c, CD1a, CD83, CD40,CD80 e CD86 nas populagdes
de células. Linha laranja: mondcitos, linha verde: mo-DCs imaturas; Linha azul escuro: mo-DCs
ativadas com BCG (5:1 MOI); Linha azul claro: mo-DCs ativadas com LPS (100ng/ml); Linha roxa:
mo-DCs ativadas com C.albicans (2:1 MOI).

4.4 As mo-DCs de pacientes DGC apresentam alteracdes fenotipicas

4.4.1 Avaliacéo de HLA-DR e CD1a em mo-DCs de pacientes DGC

Avaliamos a apresentacdo de antigeno via MHC-II pela expressdao de HLA-DR e
apresentacdo de antigeno ndo proteico pela expressdo de CD1a em pacientes DGC em relagédo

a individuos saudaveis (Figura 11).

As mo-DCs de pacientes DGC revelaram-se capazes de expressar a molécula HLA-DR
em quantidades semelhantes a individuos saudaveis. Em ambos os grupos houve aumento do
MFI da molécula ap6s a ativacdo das mo-DCs com LPS, Candida albicans e BCG. As mo-DCs
ativadas de pacientes DGC ndo apresentaram diferenca significativa de MFI em comparacgéo

com o as mo-DCs ativadas de individuos saudaveis (Figura 11A).

Avaliamos ainda outra molécula apresentadora de antigeno, o CD1a, que por vez
apresenta antigenos lipoprotéicos a linfocitos T. O CD1a encontrou-se expresso nas mo-DCs
imaturas, sem apresentar diferenca entre células dos pacientes DGC e individuos saudaveis.
Surpreendentemente, apds os estimulos, houve um aumento de CD1a nos pacientes DGC em
comparagdo com os individuos saudaveis (p<0,05). Nos pacientes DGC, o MFI se apresentou
2,4; 2,4 e 2,7 vezes maior apos ativacdo com LPS, Candida albicans e BCG em comparacao

com as mo-DCs de individuos saudaveis (Figura 10B).
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Figura 11. Expresséo das moléculas HLA-DR e CD1a na superficie de mo-DCs de individuos
saudaveis e pacientes DGC.
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(A) Observamos que ndo houve alteracdo da expressao de HLA-DR em mo-DCs de pacientes em relacéo
a individuos saudaveis. (B) Aumento da expressdo da molécula CD1a em mo-DCs maduras de pacientes
DGC pulsadas com LPS, C.albicans e BCG. As expressdes das moléculas foram avaliadas pela técnica
de citometria de fluxo, sendo utilizado a analise Kruskal-Wallis seguido do p6s-teste de Dunn’s (n=11),
p<0,05. N&o estimulado: mo-DCs imaturas; LPS: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadas
com 100ng/mL de LPS; C.ablicans: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com MOI 2:1
de Candida albicans; BCG: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com MOI 5:1 de BCG.
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4.4.2 Avaliagéo de CD80, CD86, CD83 e CD40 em pacientes DGC

Avaliamos a expresséo dos marcadores CD80, CD86, CD83 e CD40 em pacientes DGC,
que compreendem importantes moléculas coestimuladoras das mo-DCs. As mo-DCs imaturas
de pacientes DGC e individuos saudaveis ndo apresentaram diferencas na expressdo dos
marcadores CD80, CD86, CD83 e CD40. Todas essas moléculas revelaram-se pouco expressas

nas mo-DCs imaturas tanto de pacientes DGC, quanto de individuos saudaveis.

Avaliando a expressdo do CD80, notamos que houve um aumento significativo do MFI
apos a ativagdo das mo-DCs com LPS, Candida albicans e BCG. Esse aumento foi semelhante
em mo-DCs de pacientes DGC e individuos saudaveis. (Figura 12A). O marcador CD86 néo
apresentou variacdes na expressdo do MFI apds ativacdo com LPS, Candida albicans e BCG
(Figura 12B).

Figura 12. Expressao das moléculas CD80 e CD86 na superficie de mo-DCs de individuos saudaveis
e pacientes DGC.
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Observamos que ndo houve alteragdo da expressdo de (A)CD80 e (B) CD86 em mo-DCs de pacientes em relacéo
a individuos saudaveis. As expressdes das moléculas foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo, sendo
utilizado a anélise Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn’s (n=11). BCG: células dendriticas derivadas de
mondcitos ativadas com MOI 5:1 de BCG; LPS: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadascom 100ng/mL

de LPS; C.ablicans: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com MOI 2:1 de Candida albicans.
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Previamente a estimulacdo, o0 CD40 n&o apresentou diferenca de expressdo em mo-DCs
de pacientes DGC e individuos saudaveis. Porém, apds a estimulagdo, o DC40 apresentou uma

menor expressao nos pacientes DGC (p<0,05) (Figura 13A).

O marcador de ativacdo de células dendriticas CD83, aumentou sua expressao apds a
ativacdo com LPS, Candida albicans e BCG de forma semelhante nos pacientes DGC e
individuos saudaveis. Assim, ndo houve diferenca significativa da expressdao de CD83 entre

mo-DCs ativadas de pacientes DGC e individuos saudaveis (Figura 13B).

Figura 13.Expressdo das moléculas CD40 e CD83 na superficie de mo-DCs de individuos saudaveis e
pacientes DGC.
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(A) Observamos que ndo houve alteracdo da expressdo de HLA-DR em mo-DCs de pacientes em relagdo a
individuos saudaveis. (B) Aumento da expressdo da molécula CD1a em mo-DCs de pacientes DGC pulsadas com
LPS, C.albicans e BCG. Dados obtidos. As expressdes das moléculas foram avaliadas pela técnica de citometria
de fluxo, sendo utilizado a anélise Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn’s (n=11). BCG: células
dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com MOI 5:1 de BCG; LPS: células dendriticas derivadas de
mondcitos ativadascom 100ng/mL de LPS; C.ablicans: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com

MOI 2:1 de Candida albicans.
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4.4.3Avaliacdo da producéo de citocinas por mo-DCs de pacientes DGC

A producdo de citocinas consiste em um aspecto funcional importante da maturagéo e
diferenciacdo das mo-DCs e tem um impacto critico na capacidade das mo-DCs de ativar e
diferenciar linfocitos T (Figura 14). Portanto, analisamos o perfil de expressdo de TNF-a, IL-
12p70, 1L-23, IL-6 e IL-10 produzidas por mo-DCs imaturas e maduras pelo ensaio de ELISA

a partir de sobrenadantes congelados em aliquotas obtidas no 5° e 6° dia de cultura.

Resultados obtidos a partir da dosagem de citocinas das mo-DCs imaturas de pacientes
DGC revelaram a expressdo basal de 1L-12p70, IL-6, IL-23 e IL-10, anélogas a individuos
saudaveis. Apenas a expressao de TNF-o. em mo-DCs imaturas de pacientes DGC apresentou-

se elevada em relacdo a individuos saudaveis (p<0,05).

Interessantemente, apds a ativacdo das mo-DCs, os pacientes DGC apresentaram
respostas diferentes dos individuos saudaveis, havendo uma expressdo das citocinas altamente
variavel. As mo-DCs de pacientes DGC ativadas com LPS, BCG e Candida albicans
apresentaram um aumento significativa da expresséo de I1L-6, 1L-23 e TNF-a (p<0,05). Ainda,
nos grupos estimulados com LPS e BCG foi possivel observar a diminuicdo da expressao de

IL-12p70 em relacdo a individuos saudaveis (p<0,05).
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Figura 14. Quantificagdo da producéo de 11-12 (A), IL-10 (B), IL-23 (C), IL-6 (D) e TNF-a (E)
presentes no sobrenadante de culturas de mo-DCs avaliados pelo ensaio de ELISA.
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Os graficos apresentam a mediana da producdo de citocinas em pg/mL. N&o estimulado: mo-DCs nédo
estimuladas do sexto dia de cultura; e mo-DCs estimuladas com BCG (MOI 5:1), C.albicans (MOI 2:1)
e LPS (100ng/mL). Diferencas estatisticas estdo demonstradas pelo (*) P<0,05; n=11; Kruskal-Wallis, pés teste

Dun’s).
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4.4.4 Linfécitos T CD4+ de pacientes DGC apresentam desequilibrio da resposta

Thl/Thl7

Linfocitos T naive aut6logos foram adicionados a cultura de mo-DCs estimuladas com
BCG (5:1 MOI), LPS (100 ng/mL) e Candida albicans (2:1 MOI) na proporc¢éo de 5:1, sendo
acondicionado em estufa a 37°C por 5 dias. Foi avaliada a expressao de moléculas de superficie
CD3, CD4, CD8, CD 45RA e CCRY7 por citometria de fluxo a fim de avaliar se houve a
diferenciacdo linfocitaria e moléculas intracelulares para avaliar a polarizacdo em Th1(T-bet e
STAT-4) e Th17 (RORyT e STAT-3).

Os linfécitos foram avaliados de acordo com o estagio de diferenciacdo em células
Tnaive (CD3*CD4*CCR7*CD45RA) e efetoras (CD3"CD4"CCR7 CD45RA) (Figura 15). A
quantidade de células CD3*CD4"CCR7-CD45RA" foi de 5,02+2,85% em coculturas com mo-
DCs imaturas de pacientes DGC e 5,39+1,96% em individuos saudaveis, ndo apresentando
diferenca significativa.

Em pacientes DGC, as coculturas de linfécitos cocultivados com mo-DCs estimuladas
comBCG, LPS e C.albicans, apresentaram um aumento do nimero de células efetoras, havendo
respetivamente o total de 22,44+6,40%; 25,05+8,96% e 22,93+8,67% de linfocitos efetores. Os
pacientes DGC apresentaram valores coerentes com os individuos saudaveis, 0s quais
apresentaram 22,17+6,37; 23,57+7,52 e 25,42+6,99 (Figura 15A).

Para a avaliacdo da polarizacdo dos linfocitos T CD4+ foram utilizados os marcadores
T-bet e STAT-4 para resposta Thl e RORyT e STAT-3 para resposta Th17. Nos pacientes, 0s
linfécitos T cocultivados com mo-DCs estimuladas com LPS, BCG e C.albicans apresentaram
um desbalan¢o na proporc¢do de células Thl e Th17 em relacéo a individuos controle.

Quanto aos linfécitos Thl efetores nos grupos estimulados com LPS, C.albicans e BCG,
o0s pacientes DGC apresentaram respectivamente populacdes de 51,21+11,46%; 9,09+7,27% e
33,36+10,88%, valores significativamente inferiores ao 65,42+6,24%; 21,85+4,58% e

57,14+7,32% presentes nos individuos controle (figura 15C).

Por outro lado, pacientes com DGC apresentaram um aumento significativo da
populacdo de células Thl7 estimuladas com LPS, C.albicans e BCG, apresentaram
respectivamente 20,64+6,87, 63,45+6,70% e 38,45+8,47%, valores significativamente superior
aos 10,64+4,18%, 39,27+7,53% e 23,82+4,44%, presentes nos individuos controle (Figura
15D).
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Figura 15. Avaliagdo de populacGes de linfocitos Thl e Th17 efetores em Pacientes DGC e individuos
controle.
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Porcentagem da populacdo de células CD3*, CD4*, CCR", CD45RA e CD3* (A) e CD4*, CCR,
CD45RA" (B) em cocultutura de linfocitos com mo-DCs estimuladas com BCG (5:1 MOI), LPS (100
ng/mL) e Candida albicans (2:1 MOI). Porcentagem de células T-bet"'STAT-4* (B) e RORyT*STAT-
3*(C) expressa na subpopulacdo CD4*, CCR’, CD45RA" de linfécitos T cocultutivados com mo-DCs
estimuladas com BCG (5:1 MOI), LPS (100 ng/mL) e Candida albicans (2:1 MOI). A expressdo das
moléculas foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo, sendo utilizado a analise Kruskal
Wallis(p<0,05) seguido pelo pos teste Dunns (n=11).
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4.4.5 Avaliacdo da expressdo de IFN-y, IL-17A e IL-6 em cocultura de mo-DCs com

linfocitos T de pacientes DGC

A producdo de citocinas por linfocitos T CD4" consiste em uma etapa crucial no
direcionamento das respostas imunes, podendo desencadear e amplificar 0 processo
inflamatdrio. Assim, analisamos a expressédo cas citocinas IFN-y, IL-17A e IL-6 em linfdcitos
T cocultivados com mo-DCs estimuladas com LPS (100 ng/mL), Candida albicans (2:1 MOI)
e BCG (5:1 MOI) pelo ensaio de ELISA a partir de sobrenadantes congelados em aliquotas
obtidas no 5° dia de cultura.

As mo-DCs imaturas de pacientes DGC apresentaram expressao basal de IFN- vy, IL-
17A e IL-6, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo as mo-DCs imaturas de
individuos saudaveis.

Nos pacientes DGC, as coculturas de linfocitos com mo-DCs ativadas com LPS
apresentaram uma expressdo reduzida de IFN-y e IL-6 em comparacéo a individuos saudaveis.
Em contrapartida houve o aumento significativo de IL-17.

A resposta linfocitaria em pacientes DGC desencadeada por mo-DCs ativadas com
Candida albicans apresentou um aumento da expressédo de IL-17A e diminuigédo de IL-6 em
relacdo a individuos saudaveis.

Por fim, coculturas de linfécitos de pacientes DGC com mo-DCs autélogas ativadas

com BCG apresentaram elevacdo de IL-17A e IL-6 em relacdo a individuos saudaveis.
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Figura 16. Quantificagéo da produgdo de IFN-y, IL-17A e IL-6 presentes no sobrenadante de coculturas
de linfocitos T naive cocultutivados com mo-DCs estimuladas com BCG (5:1 MOI), LPS (100 ng/mL)
e Candida albicans (2:1 MOI) por ELISA.
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Os gréficos apresentam a mediana da produgao de citocinas em pg/mL. CN: Controle Negativo; BCG:
T naive cocultutivados com mo-DCs estimuladas com BCG (5:1 MOI) por 4 dias; LPS: T naive
cocultutivados com mo-DCs estimuladas com LPS (100 ng/mL) por 4 dias; C.albicans:T naive
cocultutivados com mo-DCs estimuladas com Candida albicans (2:1 MOI) por 4 dias. Teste Kruskal-
Wallis seguido pds teste Dunn’s para multipla comparacéo.
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6 DISCUSSAO
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A doenca granulomatosa crénica (DGC) compreende uma imunodeficiéncia priméria
rara causadas por mutagdes de perda de fungdo em genes que codificam a NADPH oxidase,
culminando na falha da explosdo respiratoria em fagdcitos. Desse modo, atividades
microbicidas e regulatorias de mediadores inflamatorios exercidos pelas espécies reativas de
oxigénio encontram-se comprometidas nos pacientes com DGC, gerando um quadro de
susceptibilidade a infecgdes e hiperinflamacéo (Zerbe, Marciano e Holland, 2020).

Neste estudo, foram descritas manifestacfes clinicas detalhadas, anélise genética e
ensaios funcionais de 11 pacientes com DGC do territorio nacional. Na presente coorte, a
maioria dos individuos (72,73%; n=8) apresentaram a primeira manifestacdo clinica precoce
(entre 28 dias e 2 anos). Dentre os demais casos, dois apresentaram a primeira manifestacdo
ainda na inféncia (7 e 10 anos) e um na adolescéncia (14 anos). Na maioria dos casos (n=7)
ocorreu atraso significativo no diagnostico, ocorrendo entre 12 meses e 16 anos apds a primeira
manifestacdo clinica. Este fator pode ser atribuido a falta de medidas publicas nacionais sobre

imunodeficiéncias primarias e triagem para DGC.

Corroborando com estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa em uma
coorte de 71 pacientes DGC da américa Latina (de Oliveira-Junior et al., 2015), abcessos e
pneumonia foram manifestagdes comumente relatadas em pacientes DGC. Estas manifestagdes
clinicas também foram descritas por Carnide e colaboradores (2005) em uma coorte de dezoito

pacientes brasileiros portadores de DGC, além de linfadenopatia e hepatoesplenomegalia.

Os microrganismos patogénicos isolados nos pacientes da presente coorte Sao
consistentes com estudos realizados na Europa e América do Norte, os quais indicam infeccdes
por S.aureus, Aspergillus spp. e Pseudomonas spp. como as mais recorrentes (Winkelstein et
al., 2000; Segal et al., 2011 e Marciano et a., 2015). De Oliveira-Junior et al., 2015 destaca que
independentemente da geografia, os estudos de DGC revelam doencas infecciosas variadas,

porém semelhantes.

Em nossa coorte foi reportado um caso com BCGite. Em pacientes com DGC, a
vacinacao é contraindicada, porém decorrente da administragdo ao nascimento em paises onde
a tuberculose € endémica, alguns pacientes podem desenvolver complicagdes, apresentado
desde abcessos, Ulceras, fistulas e adenite no local da vacinacgdo, a disseminacdo do bacilo

atenuado no figado, pulmao e cérebro (Deffert et al., 2014).
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Todos os pacientes da coorte apresentam falha na explosédo respiratoria quantificadas
pelo ensaio DHR, considerado padrdo ouro no diagndstico da DGC (Vowells et al.,1995).
Todavia, tendo em vista um diagnostico preciso da DGC, realizamos a analise genética dos
pacientes. Dois pacientes da coorte ja haviam realizado investigacdo genética previamente ao
nosso estudo. Assim, amostras de 9 pacientes desprovidos de investigacdo genética nos foram
encaminhadas, das quais identificamos as variantes patogénicas ¢.388 C>T (p.Argl30X)
€.868C>T (p.Arg290Ter), c.75_76delGT (p.Tyr26fsX26) nos pacientes P4, P7 e P10,
respectivamente. A investigacdo molecular permitiu o devido aconselhamento genético dos
pacientes, buscando o0 aumento da qualidade de vida dos individuos. Nossos achados auxiliaram
0 P4 a ser encaminhado para o transplante de medula dssea.

Nos demais seis pacientes ndo foram identificadas variantes patogénicas associadas a
DGC, nem variantes preditivas de DGC de acordo com a Colégio Americano de Genética
Médica e Genémica (ACMG). Embora ideal para o aconselhamento genético, o diagndstico
genético na DGC ainda é um desafio. A técnica de sequenciamento por EXOMA apresenta
algumas limitacGes que podem ndo permitir que o sequenciamento ocorra com alta cobertura,
como em casos de mutagdo por delecdo de todo o gene, delecdo de sequéncias génicas de
tamanho superior a 10 pares de base, mutacdes nao situadas em exons e mutacdes em

pseudogenes.

Uma vez bem caracterizada a nossa coorte, realizamos ensaios funcionais, com amostra
de sangue periférico dos 11 pacientes, a fim de investigar os mecanismos de apresentacdo de
antigeno e polarizagdo de linfocitos Thl e Th17 como alvos do processo de inflamacéo descrita
em pacientes DGC. Avaliamos a resposta destas células frente aos desafios LPS, Candida
albicans e BCG.

Células dendriticas podem ser encontradas em dois estagios funcionais: imaturas e
maduras. Estes estagios podem ser distinguidos pela prioridade em fagocitar e processar
antigenos desempenhado pelas DCs imaturas, enquanto DCs maduras adquirem funcdo de
ativar celulas T virgens especificas de antigeno em orgédos linfoides secundarios (Worbs,
Hammerschmidt e Forster, 2017). Por um lado, durante a maturacdo, as DCs reduzem a
expressao de moléculas de adesédo, reorganizam seu citoesqueleto, aumentam sua motilidade,
reduzem a atividade endocitica (Winzler et al., 1997; Reis e Sousa, 2006). Por outra perspectiva,
h& o0 aumento da expressao de MHC-I1 e moléculas coestimuladoras (Steinman, 2012). N0ossos

dados revelaram que em relacdo aos mondcitos, as mo-DCs imaturas de pacientes DGC
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apresentam uma reducdo semelhante a individuos saudéveis do marcador CD14, bem como
aumento da producéo de HLA-DR, CD1a, CD83, CD80, CD86 e CD40. Ao serem pulsadas
com o LPS, Candida albicans e BCG, houve o0 aumento da expressdo de HLA-DR, CD83 e
CD80. Em nossos resultados, CD86 nédo apresentou alteracdo de expressao em monacitos, mo-
DCs imaturas e maduras, 0 que pode ser justificado devido CD86 se tratar de uma molécula
coestimuladora constitutiva (Lozanoska-Ochser et al., 2008).

Notavelmente, mo-DCs maduras de pacientes com DGC apresentaram elevada
expressdo de CD1a. Estudos em modelo de camundongo e pacientes com psoriase apontam que
0 CDla atua amplificando respostas inflamatorias mediadas por células Th1l7 reativas com
antigenos lipidicos préprios. O tratamento com anticorpos bloqueadores contra CD1a aliviou a

inflamacéo da pele (Kim et al., 2016).

O CD40 expresso na superficie de mo-DCs maduras de pacientes DGC apresentou baixa
expressdo em relacdo a individuos saudaveis. Uma baixa expressdo de CD40 em paciente DGC
também ¢é evidente em neutréfilos estimulados in vitro com PMA e ionomicina. (SALMEN et
al., 2007). Estudos prévios relatam que o CD40 induz a producdo de IL-12 em células
dendriticas, direcionando uma resposta celular Th1 (O'sullivan e Thomas, 2003; Quezada et al.,
2004; Elgueta et al., 2009). Todavia, o papel do CD40 na resposta Thl7 ainda ndo foi
estabelecido. Perona-Wright e colaboradores (2009) sugerem que o CD40 possui um papel na

inducéo da expressao de IL-6 e consequente producéo de IL-17.

Os diferentes estimulos foram capazes de induzir diferentes padrdes de citocinas. Os
estimulos com LPS e BCG culminaram no aumento anormal da expressao de citocinas
inflamatdrias 1L-12p70, 1L-6, IL-23 e TNF-a em pacientes DGC, ao passo que a Candida
albicans induziu aumento exacerbado na producéo de 1L-23, IL-6 e TNF-a.

Embora o mecanismo néo seja claro, estudos sugerem que PI3K, um agente regulador
das proteinas p47phox e p40phox, pode mediar a regulacao positiva de IL-12 via p38-MAPK,
em DC e macro6fagos (Zhang et al., 2000; Fukao, 2003; Ohtani et al., 2008).

Em humanos, o TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria que promove a maturacéo e a
sobrevivéncia da DC (Sallusto et al.,1994; Ludewig et al.,1995). O TNF-a ¢ sintetizado como
uma proteina transmembranar, a qual pode ser processada por melatoproteases resultando na
liberacdo do ligante solGvel (Wajant et al., 2003). Estudos em modelos murinos revelaram que

0 TNF-o em forma solUvel é necessario para o desenvolvimento de inflamag&o aguda e cronica,
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enquanto 0 TNF-a membranar pode proteger contra inflamacdo cronica e autoimunidade

(Apostolaki et al., 2010).

A IL-23 é uma importante citocina capaz de regular tanto respostas Thl estimulando o
IFN (IFN)-v, quanto é capaz de desempenhar papel na manutencao da subpopulacéo de células
Th17 (Hunter, et al., 2005). De forma complementar, a IL-6 é fundamental para a polarizagédo
da linhagem Th17 por meio da ativagdo de STAT-3 e inducdo de IL-17, que antagoniza 0s
linfocitos Treg induzidos por IL-2/STAT5/ Foxp3 (Weaver et al., 2006; Laurence et al., 2007
e Yang et al., 2011).

Assim, a falha na exploséo respiratoria das células do sistema imune inato de pacientes
DGC em eliminarem efetivamente a carga de patdgenos resulta na constante estimulacdo de
APCs, o0 que resulta na elevada producdo de IL-23, IL-6 e culmina na expansdo de linfdcitos

Th17 observada em nossos resultados de coculturas de linfécitos T com mo-DCs.

Nossos resultados demonstram que a falha da explosdo respiratoria em células
dendriticas de pacientes DGC, acarreta alteracfes em receptores de apresentacdo de antigeno
via ndo classica e moléculas de expressdo de mo-DCs maduras, bem como alteracdo da
expressdo de citocinas que podem contribuir para o desequilibrio da ativacdo de linfocitos

Th1/Th17 encontrados a partir da cocultura das mo-DCs maduras com linfécitos T CD4+ naive.

O desbalanco da resposta Th1/Th17 em pacientes DGC foi previamente relatado por
Horvéth e colaboradores (2011), sendo descrito a expansdo de linfécitos Th17 associado ao
aumento de IL-23, IL-17 e IL-21, e a diminuicdo de células Th1 associada a baixos niveis de

IFN-vy relatados em culturas de PBMC estimuladas com PMA+ionomicina.

Nossos achados mostram que embora os pacientes com DGC apresentem uma
capacidade normal de diferenciacdo de células T naive em células T efetoras, o comportamento

de polarizagdo para subpopulac@es de linfocitos € predominante Th17.

A hiperexpressdo do eixo Th17 descrita em pacientes DGC culmina no aumento de
citocinas pro-inflamatorias IL-17A e IL-6, IL-8 (Geiszt et al., 1997; Deng et al., 2012) e IL-1p
(Van De Veerdonk et al., 2010; Meissner et al., 2010), as quais atuam recrutando neutrofilos
disfuncionais que apresentam apoptose tardia (Sanford et al., 2006). Além da apoptose, a
eferocitose de neutréfilos apoptéticos é prejudicada por macrofagos de modelo murino de DGC,

contribuindo para a hiperinflamacdo em camundongos (Fernandez-Boyanapalli et al.,2009;
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Fernandez-Boyanapalli et al., 2010a; Fernandez-Boyanapalli et al., 2010b). Esse aumento de

neutrdfilos também pode acarretar formacao de granulomas.

O aumento da expressdo de 11-23, aumento da populagdo de linfocitos Th17 e a producdo
exacerbada de IL-17A e IL-6 revelam que em pacientes DGC ha uma ativagéo do eixo Thl7,
que tem sido relatado em uma gama de doencas inflamatdrias, como doenca inflamatoria
intestinal (Fujino et al., 2003), psoriase (Wilson et al., 2007), artrite reumatoide (Lee e
Yap,1994) e esclerose maltipla (Lock et al., 2002).

A correcédo da resposta Th1/Th17 foi relatada em dois pacientes DCG transplantados
com células tronco hematopoiéticas, sendo observado aumento de células Thl e diminuicdo de
células Th1l7, normalizando a taxa Th1l/Thl7 quando compara a um individuo saudavel
(Horvath et al., 2011; Rieber et al.,2012).

Em suma, nossos dados demonstram que defeitos na maturacdo de células dendriticas
derivadas de mondcitos (mo-DCs) de pacientes com DGC contribuem para o desequilibrio na
diferenciacdo de linfécitos T naive para os perfis Thl e Thl7. Esses dados expandem o

entendimento acerca dos mecanismos de susceptibilidade e hiperinflamacéo presentes na DGC.

Do aspecto clinico e translacional, acreditamos que os presentes dados contribuirdo
para o delineamento de novos ensaios, que visam guiar a investigacdo de novas terapias que
modulem a resposta Th1/Th17 em pacientes DGC. Embora a DGC se trate de uma falha de
fagdcitos, este estudo ressalta a necessidade de avaliagcdes de mecanismos de respostas celulares
como moduladoras do perfil inflamatdrio em pacientes DGC.
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7 CONCLUSAO
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Os dados obtidos no presente estudo in vitro a partir de amostras provenientes de pacientes com

Doenca Granulomatosa Crénica nos permite concluir que:

a)

b)

Conforme observado na nossa coorte, a DGC pode apresentar um amplo espectro de
manifestacdes clinicas, abrangendo desde susceptibilidade a infeccfes fungicas e bacterianas a
hiperinflamacéo.

Participaram do presente estudo 11 pacientes, todos com ensaio funcional de DHR alterado e
clinica sugestiva de DGC. Devido a limitagdes nas técnicas de estudo genéticos empregados
neste estudo, conseguimos identificar variantes genéticas em apenas 5 pacientes, sendo 4 no
gene CYBB e uma no gene NCF1.

As mo-DCs maduras de pacientes DGC apresentaram uma elevada expressdo de CDla e
diminuicdo significativa de CD40, que s&o importantes moléculas de superficie na inducéo de
sinais para polarizacdo de linfocitos Thl e Th17.

Mo-DCs maduras de pacientes DGC apresentam elevada produgéo de citocinas indutoras de
respostas Th17 (IL-23 e IL-6) e respostas Thl (IL-12p70).

Linfécitos T CD4+ de pacientes DGC apresentam um desbalanco populagdo de células Thl e
Th17, havendo uma hiperativacdo do eixo Th17, observado na expansdo de células Thl7 e
citocinas IL-17 e IL-6.
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APENCIDE A

Visando saber se o tempo de cultura e os estimulos com LPS, BCG e Candida albicans
estavam comprometendo a integridade das células, avaliamos a viabilidade celular pelo ensaio

de excluséo colorimétrica com azul de tripan 0,4%.

Os mondcitos de individuos saudaveis e pacientes DGC foram dispostos nas placas de
cultura com 100% de viabilidade celular. Contudo, ap6s 5 dias de cultura, a viabilidade de mo-

DCs imaturas reduziu para 82,21% em pacientes DGC e 84,98% em individuos saudaveis.

A ativacdo celular com LPS, Candida albicans e BCG reduziu a viabilidade de mo-DCs
de pacientes DGC e individuos saudaveis. O LPS reduziu significativamente a viabilidade em
pacientes DGC (68,83%) quando comparado com individuos saudaveis (77,21%). A
viabilidade celular ap6s a ativacdo Candida albicans e BCG diminuiram para 70,46% e 70,32%
em pacientes DGC e 72,28% e 72,817% em individuos saudaveis, respectivamente (Figura

suplementar 1).

Figura suplementar 1. Vabilidade celular de mo-DCs néo estimuladas e estimuladas com
LPS, BCG e Candida albicans.
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As expressdes das moléculas foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo, sendo utilizado a
analise Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn’s (n=11), p<0,05. Nao estimulado: mo-DCs
imaturas; LPS: células dendriticas derivadas de mondcitos ativadascom 100ng/mL de LPS; C.ablicans:
células dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com MOI 2:1 de Candida albicans; BCG: células
dendriticas derivadas de mondcitos ativadas com MOI 5:1 de BCG.
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The extended understanding of chronic

granulomatous disease
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Purpose of review

We briefly address the advances in genetics, pathophysiology, and phenotypes of chronic granulomatous
disease (CGD). This is one of the most studied primary immunodeficiencies, which comprise mutations in
genes encoding the different subunits of the NADPH oxidase system. Those mutations lead to defective
reactive oxygen species production, and consequently a failure to eliminate pathogens.

Recent findings

Patients with CGD are susceptible to fungal, bacterial, and parasitic infections. Other symptoms, as
systemic adverse effects to BCG vaccine and hyperinflammation, are also important clinical conditions in
this disease. This wide-ranging clinical spectrum of CGD comes from heterogeneity of mutations, X-linked-
CGD or autosomal recessive inheritance, and diverse environmental pressure factors. Early accurate
diagnosis and prompt treatment are necessary to diminish the consequences of the disease. The most used
diagnostic tests are dihydrorhodamine, cytochrome c reduction, and luminol-enhanced

chemiluminescence assay.

Summary

The determination of mutations is essential for diagnosis confirmation and genetic counseling. CGD
treatment usually includes prophylactic antibiotics and antifungals. Prophylactic recombinant human
inferferon-y, immunosuppressors or immune modulators may be, respectively, indicated for preventing
infections or inflammatory manifestations. Hematopoietic stem cell fransplantation and gene therapy are
currently the available options for curative treatment of CGD.

Keywords

diagnosis, gene therapy, infections, inflammation, primary immunodeficiency

INTRODUCTION

Chronic granulomatous disease (CGD) (OMIM
#306400, #233690, #233700, #233710, #608203)
is a primary immunodeficiency (PID), characterized
by the failure of phagocytes to eliminate pathogens.
This functional failure is caused by mutations in
genes encoding the subunits of the phagocyte
NADPH oxidase system, responsible for generating
reactive oxygen species (ROS) [1]. Patients with CGD
(X-linked or autosomal) are susceptible to fungal,
bacterial, and rarely parasitic infections. These
patients may also present with granulomas and
systemic hyperinflammation [2].

Retrospective studies in the United States [3],
Europe [4], and Latin America [5] found an estimated
CGD incidence of 1:200000 live births per year.
There is a predominance of boys affected because
of the characteristic of X-linked inheritance. The

1040-8703 Copyright © 2019 Wolters Kluwer Hedlth, Inc. All rights reserved.

incidence, although not significantly different
among distinct cultural and ethical groups, may
increase as a result of consanguineous marriages.

In this review, we succinctly address the genetics
and pathophysiology of CGD, and discuss the
advantages of rapid and adequate diagnosis, as well
as treatment perspectives for CGD patients.
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WHY SO DIFFERENT?: MUTATIONS AND

KEY POINTS PHENOTYPES
o CDG presents different phenotypes because of distinct Mutations in any of the genes encoding the different
mutations patterns. subunits of the NADPH oxidase enzymatic complex
: : : lead to a broad spectrum of clinical manifestations
¢ !'rf:;'g::?;y sz::lfgg’ ;2;2:;? B s it Gt ig CGD. These may consi§t of an X-linked recess.ive
disorder (XL-CGD) affecting CYBB gene encoding
o The use of immune modulators, as human recombinant the gp91phox protein, as well as autosomal recessive
gtérferon. v, should dlso be considered for treating disorders concerning CYBA, NCF1, NCF2 or NCF4
Dipatierts, genes encoding, respectively, p22phox, p47phox,
o Despite early difficulties, gene therapy is close to be a p67phox, and p40phox [6™] (Fig. 1). XL-CGD covers
real option for CGD treatment. about 60% of the total number of cases. Among

autosomal recessive, approximately 30% of cases
are defects in NCF2 and 10% in CYBA, NCF1, and
NCF4 [7]. The diversity of these mutations and the
multiple affected genes explain the clinical and

extracellular/
phagosome
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FIGURE 1. Schematic overview of NADPH oxidase enzymatic complex acfivation and assemble in plasma or phagosomal
membrane. Phagocytes NADPH oxidase complex contains two subunits, p22phox and gp91phox, forming cytochrome bsssg,
on the plasma or phagosomal membrane. After activation by natural [phagocytosis, cytokines, and damage-associated
molecular patterns (DAMPs)] or synthetic [phorbol-myristate-acetate (PMA)] stimuli, cytosolic components, p47phox, p67phox,
and p40phox, are phosphorylated and assembled with Cyt bssg af the membrane. Also, Rac proteins are associated with
regulated NADPH oxidase function. Activated NADPH oxidase system transfers an electron from NADPH to molecular oxygen
and generates superoxide anion (¢O57), which will be converted to hydrogen peroxide (H,O2) by superoxide dismutase
(SOD). Both reactive oxygen species are essential for an adequate phagocyte microbicidal activity.
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genetic heterogeneity. Patients with gp91phox,
p22phox, p47phox, or p67phox deficiency have a
‘classic’ form of CGD, characterized by functional
impairment of neutrophils and mononuclear phag-
ocytes (monocytes, macrophages, and dendritic
cells), resulting in systemic and recurrent infections,
mainly caused by bacteria and fungi, such as Pseudo-
monas cepacia, Serratia marcescens, Aspergillus fumiga-
tus Staphylococcus aureus, and Candida albicans [8]. On
the contrary, p40phox deficiency patients have an
atypical form, with mononuclear phagocytes capable
of synthesizing ROS in response to fungi and bacteria,
whereas neutrophils respond only to fungal stimuli.
Thus, these patients havealess severe clinical picture;
however, they present with a high incidence of
inflammatory bowel disease [9"]. Common manifes-
tations to both clinical forms are the presence of
hepatic and/or pulmonary abscesses, suppurative
lymphadenitis, diarrheal enteritis, and severe sys-
temic infections, as osteomyelitis or septicemia [5].

Recent studies also reveal the susceptibility to
Mycobacterium bovis present in BCG vaccine, which
promotes immunization against tuberculosis in
neonates. A cohort of 169 patients with CGD
revealed an incidence of BCGitis in 59.2% of
patients [10**]. Among the most common compli-
cations are the cutaneous manifestations, ulcera-
tions, and fistulizations. Dissemination of Bacillus
Calmette—Guérin to lung, liver, bone, or brain rep-
resents the most dangerous event after this vaccine,
with a mortality rate between 60 and 80% [11"].

Adverse events following BCG immunization
include serious clinical conditions. These manifes-
tations may be followed by more severe infections
by pathogenic mycobacterial species, such as Myco-
bacterium tuberculosis (Mtb). In this case, innate
immunity not only initiates a series of events to
aid adaptive immunity, but also restricts the growth
of Mtb bacilli in the early phase of infection. Failure
of innate killing mechanisms results in Mtb free
growth, determining conditions for the pathogen
to break through the immune system barrier [12].

Beyond susceptibility to infections, CGD symp-
toms include increased inflammatory responses,
even in the absence of infectious agents (sterile
inflammation). Inflammatory bowel disease is fre-
quent in patients with p40phox deficiency [9%13].
However, the mechanisms behind hyperinflamma-
tion are not clearly understood.

INFLAMMATORY COMPLICATIONS IN A
CONTEXT FAILURE OF IMMUNE
RESPONSE

There is a complex relationship between infection
and inflammation. This is a physiological process

1040-8703 Copyright © 2019 Wolters Kluwer Headlth, Inc. All rights reserved.

involved in the organism homeostasis. This
response is generally self-regulated and limited to
the elimination of the initial stimulus, pathogenic
or not [14"]. However, inflammatory disorders
occur with the exacerbation of inflammation or
failure to regulate it [15]. Thus, hyperinflammation
is characterized by apparently spontaneous inflam-
matory episodes, mainly mediated by the innate
immune system [16].

In the context of CGD patients, the activity of
the NADPH oxidase system is considered as a micro-
bicidal mechanism and a regulator of inflammation
[17,18]. Thus, the impairment of ROS production
may culminate in the dysregulation of the inflam-
matory response. In an experimental model, defects
in p47phox and gp91phox led mice exposed to
lipopolysaccharide and zymosan (intratracheal
route) to increased the activation of nuclear factor
kappa B and production of proinflammatory cyto-
kines [tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleu-
kin-17, and granulocyte-colony stimulating factor],
resulting in pulmonary hyperinflammation [19].

Furthermore, some studies indicate other possi-
ble mechanisms that induce hyperinflammation,
such as reduced neutrophil apoptosis, innate
immune receptor imbalance, Th17 cell induction,
decreased Nrf2 activity, and increased inflammation
activation [20]. The most common inflammatory
complications in CGD patients are granuloma for-
mation, with the gastrointestinal tract affected in
88% of patients, followed by lungs (26.4%), urogen-
ital tract (17.6%), and eyes (8.8%). Other organs,
such as skin, central nervous system, tympanic
membrane, and autoimmune manifestations (lupus
and arthritis), are less frequent [21]. In any case, the
exacerbated inflammatory process in some CGD
patients is fundamental for differential diagnosis
and treatment/diagnosis of the disease.

HOW TO FIND AND TREAT A CHRONIC
GRANULOMATOUS DISEASE PATIENT?

CGD diagnosis is based on the recognition of con-
ventional or uncommon clinical manifestations and
on laboratory evaluation of reactive oxygen species
production. The most common technique used is
dihydrorhodamine assay, a semiquantitative assay
that assesses the fluorescence following the conver-
sion of dihydrorhodamine123 to rhodamine 123 in
the presence of H>O, by flow cytometry [22]. Nitro
blue tetrazolium assay consists of a qualitative light
microscopy assay, in which superoxide anion (O2-)
reduces nitroblue tetrazolium into nitroblue forma-
zan [23]. Quantitative tests, such as cytochrome ¢
reduction and luminol-enhanced chemilumines-
cence, are also used in CGD diagnosis. The first
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one cytochrome c reduction is based on stoichiomet-
ric reduction of ferricytochrome c in the presence of
O, increasing spectrum sensitivity at 549.5 nm [24].
The luminol-enhanced chemiluminescence, in turn,
detects intra and extracellular ROS production. Gene
sequencing is also recommended in order to identify
the genetic variant for genetic counseling [22].

Correct and early diagnosis is important for
proper treatment, thus improving the patient’s
quality of life. CGD treatment includes prophylactic
antibiotics and antifungals. Antibacterial prophy-
laxis includes sulfamethoxazole (30mg/kg/day)
and trimethoprim (6 mg/kg/day) [25]. In cases of
sulfonamide allergic manifestations, suitable alterna-
tives are ciprofloxacin or cephalosporin. The azole
class (itraconazole, voriconazole, and posaconazole)
is indicated as the first choice for antifungal prophy-
laxis, showing the high efficacy against Aspergillus
spp [8]. For fungal infections, prophylactic treatment
with itraconazole is the most appropriate, 100 mg/
day for patients under 13 years or weighing less than
50kg. For patients weighing 50kg or more and
13 years of age or older, the recommended dose is
200 mg/day [26]. Recombinant human interferon-y
therapy, a cytokine produced by T lymphocytes and
naturalkiller cells capable of activating macrophages,
is included for some patients. The treatment consists
of 100 pg/m? IFN-y for 2 days, which promotes a
better splicing efficiency of gp91phox transcripts,
resulting in increased expression of cytochrome b,
allowing higher levels of O, production and neutro-
phil bactericidal activity and monocytes [27].

Advances in treatments have resulted in
increased patient survival. Pioneering studies on
CGD described mortality above 50% at 6 years of
age and almost 65% at 7 years [28]. Despite
improved patient survival, the mortality rate is still
high [21]. Along with the increased life expectancy
of these patients, inflammatory complications
emerged. A 30-year retrospective study reported that
patients had the first inflammatory manifestations
only at 20 years of age [21].

In the context of inflammatory complications in
CGD patients, the treatment requires the moderate
use of immunosuppressors to avoid compromising
immune defense. The first choice of treatment is
steroids such as prednisone (1 mg/kg/day) in which
one recommends a gradual dose reduction to
0.25 mg/kgevery other day between 12 and 20 weeks.
However, the chance ofinflammatory relapse ishigh,
upto 70% [26]. Apart from that, it is essential to raise
the awareness about the risk of possible infections.

Alternatively, colitis can be treated using bio-
logicals. The use of TNF-a blockers (Infliximab 5 mg/
kg) acts in blocking the recruitment and activation
of monocytes and neutrophils [29], however, with
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high risk of promoting overwhelming infections.
Treatment with IL-1 receptor blocker (Anakinra)
results in rapid improvement, restoring mecha-
nisms, such as autophagy, and reducing inflamma-
tion [30], however, also increasing the risk of fatal
fungal and bacterial infections [31].

Despite the available therapies, the consequences
of long-term treatments remain unknown, especially
in patients with no neutrophil oxidative activity.
Consequently, a constant search for definitive thera-
pies, such as hematopoietic cell transplantation and
gene therapy, are currently in progress.

ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC CELL
TRANSPLANTATION AND GENE THERAPY

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) is currently the curative treatment for CGD
patients, as for other PID individuals. However, it
remains a great challenge and is available to few
patients because of scarce bone marrow donors in
national registries and the risk of graft versus host
disease. Pretransplant conditioning, as well as
patient age and clinical condition, directly influence
posttransplant mortality risks [32].

For transplantation in CGD children, a compati-
ble sibling is preferable as a donor, in the absence of
an human leukocyte antigen-matched unrelated
donor [33]. Also, the use of an unrelated, haploident-
ical, or cord blood donors depends on the center’s
experience [34]. Despite all risks involved, HSCT is
the most tangible definitive treatment for this group
of patients.

In the last 20 years, gene therapy has been
developed as a possibility for permanent cure of
CGD patients. Briefly, gene therapy for CGD is based
on restoration of the missing or dysfunctional
NADPH oxidase subunit through lentiviral vector
transduction [35]. The CYBB gene has been the main
target of ‘correction’ by gene therapy because of the
prevalence of gp91phox subunit defects [21].

The vectors currently used are the long terminal
repeat of the human immunodeficiency virus with
deletion of the U3 segment, which attributed the
self-inactivity to these vectors. Promoter regions are
derived from cytomegalovirus or native promoters
of the gene of interest or related genes [36%]. Despite
early difficulties, advances in gene therapy can pro-
vide definitive treatment for patients with CGD, not
only for patients with CYBB mutations but also
those with autosomal recessive forms of CGD.

CONCLUSION

The clinical manifestations of patients with CGD
are more diverse and relevant than originally
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anticipated. The increased survival of patients with
CGD has presented new challenges, such as the
symptoms of hyper inflammation. However, new
therapeutic possibilities, such as the use of recombi-
nant cytokines and gene therapy, together with more
sensitive and rapid diagnostic techniques, have
helped to improve the prognosis of these patients.
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