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ARTIGO DE REVISAO

Espectro clinico e defeitos genético-moleculares
de pacientes com doenca granulomatosa

Clinical spectrum and molecular geneticsof
chronic granulomatous disease

Carolina Cardoso Prando-Andrade!, Antonio Condino Neto?

Resumo

Os fagdcitos contém uma nicotinamida adenina dinucleoti-
deo fosfato (NADPH) oxidase associada a membrana, a qual
gera superoxido e outros reativos intermediarios do oxigénio,
os quais apresentam atividades microbicida, tumoricida e in-
flamatéria. Defeitos nesta oxidase resultam na doenga granu-
lomatosa crénica (DGC), cujo quadro clinico caracteriza-se por
infecgdes graves, recorrentes e de inicio precoce, o que de-
monstra a relevéncia clinica deste sistema enzimatico, como
mecanismo de defesa. Temos como objetivo, revisar as carac-
teristicas clinicas e os defeitos genético-moleculares desses
pacientes, incluindo a experiéncia brasileira e latino-americana.
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Conceito e Classificagdo da Doenca Granuloma-
tosa Cronica

Os reativos intermediarios do oxigénio tiveram sua rele-
vancia clinica reconhecida, ao demonstrar-se que fagécitos
de pacientes com a imunodeficiéncia primaria denominada
doenga granulomatosa cronica (DGC) apresentam atividade
microbicida defeituosa, resultado da baixa produgdo de su-
perdxido, secunddria a mutagles que afetam componentes
do sistema NADPH oxidase!™.

A DGC da infancia, foi descrita como uma entidade clini-
ca em 1957, a qual acometia criangas do sexo masculino
com pneumonia, linfadenite e abscessos localizados em di-
ferentes 4reas*®. Caracteriza-se clinicamente como imuno-
deficiéncia grave e rara (incidéncia estimada de 1:250.000
nascidos vivos por ano), de manifestagdo precoce, na qual
os quadros infecciosos por bactérias como Staphylococcus
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Phagocytes contain a membrane-associated NADPH oxidase
that produces superoxide and other reactive oxygen interme-
diates responsible for microbicidal, tumoricidal, and inflamma-
tory activities. Defects in oxidase activity lead to chronic gra-
nulomatous disease (CGD) which is characterized by severe,
life-threatening infections that demonstrate the prime impor-
tance of the oxygen-dependent microbicidal system in host
defense. The aim of this work is to review clinics and molecular
genetics of patients with CGD, including the Brazilian and latin-
American experience.
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aureus e bacilos gram-negativos, e fungos como Asper-
gillus, Candida e Nocardia, ocorrem predominantemente
em locais considerados barreiras naturais do organismo’?®,
Desta maneira, o paciente apresenta infecgdes graves e
recidivantes na pele, vias respiratérias, trato gastrointes-
tinal e respectivos linfonodos que drenam essas &reas.
Outros orgdos sdo: figado, ossos, sistema nervoso central
e pancreas’'®,

O defeito molecular da DGC reside na auséncia, baixa
expressao ou mal funcionamento de um dos componentes
do sistema NADPH oxidase. Assim, na forma ligada ao se-
x0, é afetada a cadeia pesada do citocromo bsss, no caso, o
componente gp91-phox (56% dos casos)®. Nas formas
autossOmicas recessivas é afetado um dos componentes
citosélicos da NADPH oxidase, respectivamente a p47-phox
ou p67-phox (respectivamente 33% e 5% dos casos)'’; ou
ainda a cadeia leve do citocromo bssg , © componente p22-
phox (6% dos casos)'®!®, Até o momento ndo se documen-
tou pacientes com DGC secunddria a defeitos nos compo-
nentes p40-phox, raplA, racl, ou GDI. Descreveu-se re-
centemente um paciente com DGC secundéria a defeito no
componente rac2®, Com base nestes achados, a classifica-
gdo atual da DGC baseia-se nos defeitos moleculares espe-
cificos®11122°3 0 modo de heranga é definido pela abre-
viagdo “A” para autossémico ou “X” para ligado ao sexo; o
componente defeituoso da oxidase é representado pelo
peso molecular da proteina afetada, “91”, “22”, “47”, ou
“67"; e o nivel de expressdo da proteina daquele compo-
nente é indicado pelo superescrito “0” para ausente, “+”
para presente, e “-” para reduzido. O fenétipo X91° éo
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mais freqliente, secunddrio a defeitos no gene CYBB no
cromosso X, que codifica a proteina gp91-phox e resulta na
auséncia de citocromo bsss e atividade NADPH oxidase nu-
la. O fendtipo X91~ é menos frequente, e se refere a forma
variante da DGC, laboratorialmente caracterizada por neu-
trofilos com baixa atividade NADPH oxidase, proporcional
ao nivel de citocromo bsss expresso®%2*%, No fenétipo
X917, o citocromo bssg encontra-se em niveis normais, en-
tretanto sua atividade estd diminuida ou ausente. A maio-
ria das formas autossdémicas recessivas de DGC ndo guar-
dam expressdo residual do componente afetado (fenétipos
A22°, A47°, e AB7°), entretanto formas variantes autossé-
micas ocasionais de DGC j& foram descritas?.

Dentre os defeitos no cédigo genético de pacientes com
DGC, ocorrem delegles, insergdes e substituigdes. A maior
parte destes pacientes tém mutagles exclusivas de suas
familias. A diversidade destas mutagdes e os multiplos ge-
nes afetados constituem uma explicagdo para a heteroge-
neidade clinica e genética da DGC*%°, Desta maneira, 0
estudo das células dos pacientes com DGC, além de ilus-
trar a relevancia clinica dos reativos intermediarios do oxi-
génio, possibilitou a identificagdo dos diversos componen-
tes da NADPH oxidase, bem como seus mecanismos de
ativacdo®*°,

Mutacoes na DGC ligada ao X

O gene CYBB, o qual codifica a grande subunidade glico-
silada do citocromo bsss, denominada gp91-phox, contém
13 exons e ocupa aproximadamente 30 kb da regido
Xp21.1 do cromossomo X3!, Diversos defeitos moleculares
que levam a DGC ligada ao sexo, foram identificados na
regido codificadora, introns e raramente nas regides 5’ re-
guladoras do gene CYBB!%152223.2632:55 ma grande cole-
¢do de mutagdes que levam ao fenétipo de DGC, identifica-
das por um grupo internacional de investigadores, foi
compilada por Roos et al numa base de dados compu-
tadorizada®®, acessivel pela internet (no enderego
http://www.helsinki.fi/science/signal/databases/x-
cgdbase.html), a qual foi revisada e compilada por Hey-
worth et al®.

Os tipos de mutagdes que causam DGC ligada ao sexo
incluem grandes delegdes multigénicas, delegbes e inser-
¢Bes menores, substituigdes do tipo “missense” e “nonsen-
se”, bem como defeitos de “splicing”. Os estudos princi-
paistlit22223.26 mostram que as mutagBes se distribuem
com freqliéncia similar entre os exons e as bordas dos ge-
nes. Familias ndo relacionadas nestes estudos serviram
como base para os calculos das frequiéncias relativas de
diferentes tipos de mutagdes. A heterogeneidade das mu-
tagdes e a falta de um genétipo predominante mostra que
a incidéncia mundial de DGC é conseqiiéncia de muitos
eventos mutacionais.

Rae et al* identificaram as mutag8es no gene CYBB que
levaram ao fenoétipo de DGC ligada ao sexo em 131 fami-
lias consecutivas e independentes. O rastreamento por
meio de SSCP ("single strand conformation polymorphism
analysis") identificou mutagdes em 124 familias. O sequen-
ciamento completo dos exons e regifes proximas as bordas
dos introns revelou outras sete mutagdes. Neste estudo foi
possivel identificar 103 diferentes mutagdes especificas,
sendo que nenhuma mutagao isolada repetiu-se em mais
de sete familias independentes. Os tipos de mutagles
foram grandes e pequenas delegdes (11%), "frameshifts"
(24%), mutagdes "nonsense" (23%), mutagdes "missence"
(23%), mutagdes na regido do "splicing" (17%) e muta-
¢Bes nas regides reguladoras (2%). A distribuigdo das mu-
tagdes ao longo do gene CYBB mostrou-se bastante hete-
rogénea, ndo se identificando qualquer locus preferencial
para sua ocorréncia.

Na América Latina, Patino et al’® estudaram sete fami-
lias ndo relacionadas na Coldmbia e no Brasil. Neste estu-
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do, do qual participamos, seis mdes eram portadoras de
um alelo CYBB mutante, sendo que um dos casos deveu-se
a mutagdo "de novo". Identificamos uma substituigao A por
G no penultimo nucleotideo do intron doze, quatro novas
mutagdes "nonsense" (R91X, W106X, R157X, R290X),
além de outras duas mutagles "missense" (E225V,
C244Y). Barese et al®® estudaram 18 pacientes com DGC
ligada ao X, tendo encontrado diversos tipos de mutagdes.

Nosso grupo acaba de concluir uma etapa de estudo,
tendo incluido 14 pacientes encaminhados segundo proto-
colos de cooperagdo cientifica estabelecidos respectiva-
mente pelo Grupo Brasileiro de Imunodeficiéncias
(BRAGID, www.imunopediatria.org.br) e Grupo Latino-
-Americano de Imunodeficiéncias (LAGID, www.boletin-la-
gid.Isumc.edu/default.htm)*®. Nesse estudo, os pacientes
mostraram grande heterogeneidade. Em relagdo ao gené-
tipo, sete pacientes apresentaram uma das formas autos-
sOmico-recessivas de DGC (A47-DGC); todos com a muta-
¢do mais freqliente, a delegdo AGT no exon 2 do gene
NCF1. Outros sete pacientes apresentaram a forma ligada
ao X, afetando o gene CYBB. Encontramos uma insergao
I1419A e duas substituigdes “nonsense”: W28-Stop e outra
A73- Stop, todas resultando em mudangas no marco de
leitura (“frameshift mutation”), originando codons de pa-
rada prematura. Em quatro casos, diferentes erros de
“splicing” foram encontrados no gene CYBB: transigdo he-
mizigota G>A no sitio do “splicing” do exon 3; transigdo
hemizigota G>A no sitio de “splicing” do intron 10, e tran-
sicdo hemizigota A>G no sitio do “splicing” do intron 9.
Duas mutagles das acima descritas no gene CYBB sdo
inéditas na literatura. Um dos casos mereceu estudo de-
talhado, tendo sido publicado em separado, a rara associa-
¢80 de DGC e deficiéncia de G6PD, variante africana®,

Mutagles proximas aos sitios de “splicing” levam a DGC,
interferindo com o processamento do RNA mensageiro,
sendo documentadas em 39 de 251 casos nos estudos
principais!*2?22 A maioria ocorreu nos sitios de “spli-
cing”, e resultaram no fendtipo X91° devido a delegdo de
um ou mais exons, como na maioria das mutagdes “spli-
cing” que levam a DGC ligada ao sexo, anteriormente do-
cumentadas®’). Entretanto, em uma minoria de casos, tais
mutagles levam ao fenétipo X917, devido a manutengdo
parcial do “splicing” normal®%, Uma destas familias, assunto
de nossa pesquisa, mostrou-se especialmente responsiva
ao tratamento com interferon-gama (IFN-y), com restaura-
gdo quase completa da atividade oxidase in vitro e in vivo,
pelo menos em parte pelo aumento dos niveis de transcri-
tos normais®®®!, Qutros casos foram relatados em separa-
do®*%? e servem como base para o estudo sobre as bases
moleculares para a agdo do IFN-y, conforme plano de tra-
balho especifico detalhado no final desta proposta.

Mutacbes na DGC autossomica

O numero de mutagdes identificadas em pacientes com
DGC autossdmica € menor que na DGC ligada ao sexo, de-
vido & menor incidéncia de DGC autossdémica. Nove fami-
lias com deficiéncia de p22-phox, cerca de 40 familias com
deficiéncia de p47-phox e onze familias com deficiéncia de
p67-phox tiveram suas mutagdes identificadas. Os resulta-
dos indicam que as bases genético-moleculares das defi-
ciéncias de p22-phox e p67-phox sdo tdo heterogéneas
guanto as observadas nas deficiéncias de gp91-phox, liga-
das ao X, enquanto os casos de deficiéncia de p47-phox
sd0 mais homogéneos?2:29:63,

Em nove familias com mutagdes na p22-phox, dez dife-
rentes mutagdes foram descobertas em 18 alelos, incluindo
deleges e insergbes, substituigbes préximas aos sitios de
“splicing”, e mutag8es missense (MIM 233690)%%, Em se-
te familias os pacientes eram homozigotos para as muta-
¢Oes encontradas, enquanto em duas familias os pacientes
eram heterozigotos compostos. Somente em duas familias
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ndo relacionadas, foram encontrados pacientes com a mes-
ma mutagdo. Somente quatro polimormismos da p22-phox
foram identificados. Portanto, pequenas alterag@es na com-
posigdo desta proteina parecem resultar em instabilidade
intrinseca ou instabilidade secunddria a baixa interagdo
com a gp91-phox, ao compor o citocromo bssg™.

As mutagles que levam a DGC autossémica por defeitos
na p47-phox tém sido um enigma para os cientistas. Em
35 pacientes ndo relacionados com deficiéncia da p47-phox
(MIM 233700), foi identificada uma delegdo de dois nucleo-
tideos na repetigdo GTGT, correspondente as quatro pri-
meiras bases do segundo exon do gene NCF1%5%, Em 31
destes casos a delegdo GT foi homozigota e em um dos
outros quatro pacientes, outra mutagdo de um nucleotideo
foi identificada, além da delecdo GT. Surpreendentemente,
no entanto, a amplificagdo por PCR do cDNA ou gDNA de
individuos normais, também revelou a presenga simultanea
da sequiéncia GTGT e do produto com a delegdo GT. Isto
sugeriu a existéncia de um pseudogene com a delegdo GT,
além do gene NCF1, parte do genoma de individuos sadios,
e que a DGC autoss6mica por defeito da p47-phox se deve
a recombinagdo entre o gene NCF1 e o pseudogene relacio-
nado®. No grupo de pacientes estudados por nossa equipe,
confirmamos a mutagao mais freqliente na p47-phox em
sete casos. Os pacientes deste subgrupo apresentaram
evolugdo clinica mais benigna, quando comparados aos
portadores da forma ligada ao X'*7°, Recentemente, foram
também descritos casos de DGC secundarios a defeitos na
p4771-phox, por mutagdes nao relacionadas ao pseudoge-
ne’t.

Dos onze pacientes descritos com DGC autossdémica por
deficiéncia de p67-phox (MIM 233710), onze diferentes
mutagdes foram identificadas em 22 alelos afetados. Estas
incluem mutagles “missense”, “nonsense”, substituigdes
nos sitios de “splicing”, uma insergdo de dinucleotideo e
uma variedade de deleg8es, cujos tamanhos variam de al-
guns nucleotideos até 11-13 kb’*7?, Em alguns casos de
DGC autossdmica por deficiéncia de p67-phox, o nivel de
MRNA para p67-phox foi normal, mas a proteina p67-phox
mostrou-se indetectdvel. Entretanto, em um dos pacientes
com uma delegdo de trés nucleotideos (1718-1720), cerca
de 50% da proteina estava presente. Neste paciente, a
mutagdo prediz uma delegdo na "moldura” (LYs-58) e
resulta na expressdo de uma p67-phox ndo funcional que
ndo se transloca para a membrana plasmatica’. Na etapa
anterior deste projeto, descrevemos dois polimorfismos no
componente p67-phox, que resultam em splicing alterna-
tivo do gene, mas que ndo afetam sua expressdo génica ou
ativacdo da NADPH oxidase” 7",

Correlacdo genétipo-fenétipo

No geral os casos de DGC autossdémica p22-phox° e
p67-phox® sdo tdo graves quanto os casos de DGC ligada
ao X gp91-phox®. Por outro lado, diversas comparagles
clinicas entre DGC ligada ao X e DGC autossdémica secun-
ddria a defeitos na p47-phox sugerem que esta Ultima tem
evolugdo mais benigna®®?, o que pode ser atribuida a ati-
vidade NADPH oxidase residual'®¥®% Espera-se que paci-
entes com o fenétipo X917, com atividade NADPH oxidase
residual de 3-30% tenham evolugdo mais benigna do que
aqueles com fendtipos X91° e X91% %,

Nossa observagao foi coincidente com a da literatura
neste aspecto'®. Todos pacientes apresentaram quadro
clinico de infecgGes recorrentes nas dreas de barreira do
organismo. Dentre os agentes infecciosos, Staphylococcus
aureus foi isolado em quatro pacientes, Pseudomonas em
um caso, Aspergillus fumigatus e Cédndida em dois outros
pacientes. Todos pacientes apresentaram teste do NBT al-
terado (menos de 5% dos leucécitos positivos). As mdes
de sete pacientes do sexo masculino tiveram o teste do
NBT compativel com o estado de portadora, reforgando a
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hipétese diagnéstica de DGC ligada ao X. Em relagdo ao
quadro clinico, os casos de DGC ligada ao X, caracteriza-
ram-se pelo inicio precoce de infecgbes e 0 aparecimento
tardio de granulomas obstrutivos. Nenhum dos pacientes
apresentou reagles adversas graves ao BCG. A forma au-
tossémica BA47-DGC representou 50% dos casos reporta-
dos, uma prevaléncia maior que a relatada em outros
estudos.

O prognéstico de pacientes com DGC melhorou significa-
tivamente desde que a doencga foi descoberta na década de
cinqglienta, quando era denominada “granulomatose fatal
da infancia”. Os pilares do tratamento da DGC sdo: 1) pre-
vengdo das infecgBes por meio de imunizagdes e remogao
das fontes de patégenos, 2) uso profilatico de trimetoprin-
sulfametoxazol ou outro antimicrobiano com penetragao
intracelular, 3) uso profilatico de IFN-y, 4) uso precoce e
agressivo de antibiéticos parenterais, 5) drenagem cirurgi-
ca ou ressecgao de focos infecciosos persistentes. Dos cin-
co itens, o mais importante é a intervengdo precoce nas
infecgdes, antes que elas sobrepujem o comprometido sis-
tema imunolégico do paciente com DGC'%%7,

O IFN-y humano recombinante estd indicado na dose de
50 ug/m? de superficie corporal, por via subcuténea, trés
vezes por semana. Ele reduz o risco relativo de infecgles
graves em 70%. Recentemente, demonstramos que o IFN-
y incrementa a fidelidade do "splicing" e a estabilidade dos
transcritos do gene CYBB, corrigindo parcialmente a ex-
pressdo do componente gp91-phox, atenuando o fendtipo
de DGC ligada ao sexo em uma familia especialmente res-
ponsivel ao IFN-y**%!, O IFN-y continua sendo uma terapia
segura para a prevengdo de infecgdes graves em pacientes
com DGC®,

Dentre as perspectivas de cura, no que pese a dificulda-
de imposta pela heterogeneidade das mutagdes que levam
ao fenoétipo de DGC, o programa de terapia génica evoluiu
significativamente em suas bases cientificas, contudo sua
aplicagdo na clinica ainda permanece insegura®®t230.87.89
Alternativamente, o mini-transplante de medula também
apresenta resultados promissores®??, sendo esta, uma
possivel estratégia de corregdo fenotipica parcial, a ser
adotada em nosso servigo a médio prazo, em casos sele-
cionados. Neste periodo recorremos a este procedimento
em um caso de paciente com a forma ligada ao X, no pri-
meiro ano de vida. Inicialmente a pega do transplante foi
adequada, contudo, apds dois anos, o paciente retornou a
sua condigdo inicial.

Apesar da intensa investigagdo clinica, bioquimica e
molecular, existem ainda muitas lacunas no conhecimento
dos defeitos genético-moleculares e sua correlagdo com os
diferentes fendtipos da DGC*2%2%%,

Identificar o componente alterado e a mutagdo subja-
cente que leva as variadas manifestagdes clinicas é muito
importante, pois cada paciente com DGC e sua familia tém
potencialmente um defeito molecular especifico. Isto é es-
sencial para o aconselhamento genético adequado, tera-
péutica precoce e prevengdo de seqlelas.

Os resultados advindos desta linha de trabalho contri-
buirdo para o avango do conhecimento sobre a estrutura-
-fungdo e regulagdo do sistema NADPH oxidase fagocitico
humano; o desenvolvimento e diferenciagdo da série mie-
I6ide humana; os mecanismos do sistema imune inato; e
sobretudo para a construgdo de estratégias que permitam
a corregdo definitiva dos defeitos genético-moleculares re-
lacionados a esta e outras doengas, seja por meio de tera-
pia génica, ou por modificagSes do transplante de medula
tradicional. Além disto, o estudo dos mecanismos fisiopa-
tolégicos envolvidos podem contribuir para a identificagdo
de novos mecanismos fisiopatoldgicos®7879°%% o de acdo
de 6clirogas utilizadas no tratamento desta e outras doen-
gas
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Continuaremos esta linha de investigagdo em nosso la-

boratério, sobre desenvolvimento e regulagdo do sistema

NADPH oxidase fagocitico humano

15,56,57,61,70,78,79,93-95

importante que o quadro clinico dos pacientes com DGC e
sua evolugdo sejam analisados detalhadamente, e corre-
lacionados com os defeitos genético-moleculares encontra-
dos. Tais estudos sdo importantes pois permitirdao construir
um mapa estrutura-fungdo do sistema NADPH oxidase e
contribuir mais amplamente para o conhecimento sobre o
desenvolvimento e regulagdo do sistema NADPH oxidase
fagocitico e da série mieléide humana.
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