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Resumo

Introdugao: A displasia ectodérmica anidrética com imunodeficiéncia (DEA)
é uma doenga caracterizada por mutagdes nos genes que codificam o NF-kB.
Objetivo: Avaliar o efeito do NF-kB na regulacdo génica dos componentes do
sistema NADPH oxidase de pacientes com DEA. Métodos: Sangue periférico de
pacientes com DEA e individuos saudaveis foram coletados para a separacao de
células mononucleares obtidas a partir de sangue periférico e as células B foram
imortalizadas com virus Epstein-Barr (B-EBV) para producgdo de anion supe-
réxido e extracdo de RNA para reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
dos componentes do sistema NADPH oxidase. Resultados: A produgao de dnion
superdxido e a expressao dos genes NCF1 e NCF2 de pacientes DEA foi estatisti-
camente menor quando comparado com o grupo controle. Conclusao: O NF-«B é
necessario para a expressao dos genes NCF1 e NCF2 do sistema NADPH oxidase
e producdo de anion superéxido, importantes na defesa contra microrganismos.

Descritores: Displasia ectodérmica anidrética; Imunodeficiéncia; NADPH oxida-
se; Radicais livres.

Abstract

Introduction: Anhidrotic ectodermal dysplasia with immunodeficiency
(AED) is a disease characterized by mutations in the genes encoding NF-kB.
Objective: To evaluate the effect of NF-kB in gene regulation of NADPH oxidase
components of patients with AED. Methods: Peripheral blood of patients with
AED and healthy individuals were collected for separation of mononuclear
cells obtained from peripheral blood and B cells were immortalized with
Epstein-Barr virus (B-EBV) to produce superoxide anion and RNA extraction
for polymerase chain reaction in real time of NADPH oxidase components.
Results: The production of superoxide anion and the expression of NCF1 and
NCEF2 genes in AED patients was statistically lower when compared to the
control group. Conclusion: NF-KB is required for the expression of NCF1
and NCF2 gens of NADPH oxidase system and superoxide anion production,
important in the defense against microorganisms.

Keywords: Ectodermal dysplasia anhidrotic; Immunodeficiency; NADPH oxi-
dase; Free radicals.



Introducéo

Os fagécitos possuem em suas membranas
celulares o sistema nicotinamida adenina dinu-
cleotideo fosfato (NADPH) oxidase que duran-
te a fagocitose, promove producdo de radicais
livres derivados do oxigénio, essenciais para a
fungdo microbicida’.

A ativacdo da NADPH oxidase requer a

unido do flavocitocromo b,,, com as proteinas ci-
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tosolicas p47°hox, p67Phx, p40+Phex e uma proteina
ligante de GTP, a Racl em macréfagos ou Rac2
em neutrdfilos*. O componente gp91Ph* da
NADPH oxidase é codificado pelo gene CYBB3,
e o gene CYBA codifica a subunidade p22+hox ¢,
O gene NCF1 codifica a subunidade p47+"*7, ao
passo que gene NCF2 codifica a subunidade p67-
phox'3 e o0 gene NCF4 a subunidade p40+hx ¢ da
NADPH oxidase.

O NF-«B é um heterodimero formado por
membros da familia de genes Rel, que inclui as
subunidades pl05/p50, pl00/p52, p65 (RelA),
RelB, e c-Rel’. Na sua ativagao (p50/RelA) ocor-
re sua fosforilacdo, ubiquitinacdo e degradacdo
no proteassomo. Isto leva a liberag¢do do hetero-
dimero que se desloca para o nicleo, ativando
genes ligados a producdo de imunoglobulinas,
resposta imune e inflamacao™.

A displasia ectodérmica anidrética (DEA)
é uma condigdo clinica heterogénea caracteriza-
da por desenvolvimento anormal de estruturas
derivadas do ectoderma, como dentes, cabelos,
nariz e glandulas exdcrinas. Pacientes com DEA
apresentam muta¢des nos genes que codificam
o heterodimero NF-kB alterando a resposta in-
flamatoria, e apresentam infecg¢des recorrentes
graves, que afetam o trato respiratdrio, gastroin-
testinal, pele e ossos'.

Uma vez que o NF-kB é importante para a
resposta inflamatéria, produgdo de radicais li-
vres e defesa contra microrganismos, foi avalia-
da a producdo de dnion superéxido e a expres-
sdo dos genes CYBB, CYBA, NCF1, NCF2 e NCF4
em células B imortalizadas pelo virus Epstein-
Barr de pacientes com DEA.

Material e Métodos

Pacientes

Foram incluidos no estudo pacientes com
DEA (n=10), que apresentaram graves infec-
¢Oes de repeticao do trato respiratério e gas-
trintestinal, com significativa alteracdo do
burst oxidativo avaliado pelo teste Nitro Blue
Tetrazolium (NBT), acompanhado de respec-
tivo grupo controle sadio (n=10), foram atendi-
dos no Ambulatério da Disciplina de Alergia
e Imunologia da Universidade Federal de Sao
Paulo-UNIFESP, no periodo de 2010 a 2014.
Todos os procedimentos descritos nao ultrapas-
saram os limites descritos de risco minimo de
acordo com a regulamentacdo da convengao de
Helsinki para pesquisa com seres humanos e do
Conselho Nacional de Satide, conforme resolu-
¢do 466/2012.

Obtencédo de células do sangue
peritérico

Sangue periférico dos pacientes com DEA
e individuos saudaveis foram coletados em
frascos de polipropileno estéreis contendo he-
parina. O sangue coletado foi diluido volume/
volume em DMEM (Gibco) estéril, e centrifu-
gado (Isolymph, Gallard-Scheleisinger Ind.,
Carle Place, NY, EUA) a 400 g por 20 minutos
a 20°C. A camada de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) foi coletada. As célu-
las foram lavadas duas vezes com solugdo sali-
na tamponada (PBS) (NaCl 0,14 M; Na,PO, 0,01
M; pH 7,2), e quantificadas; sua viabilidade foi
avaliada pela utilizagdo de Trypan blue (Sigma
Chemical Co.).

Imortalizagé@o dos linfécitos B pelo
virus de Epstein-Barr

Células B transformadas com o virus de
Epstein-Barr (B-EBV) foram preparadas a partir
de células mononucleares de sangue periférico
previamente coletadas. PBMC de pacientes com
DEA e individuos saudaveis foram cultivadas
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com sobrenadantes da linhagem B95-8, produto-
ra do EBV'?2, em meio DMEM + 5 % soro humano
AB*, 2 mM L-glutamina, 100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina, 37°C em atmosfera
umida saturada com 5% de CO,.

Como células B-EBV transformadas ex-

pressam o flavocitocromo b, encontrado em
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fagocitos e possuem atividade NADPH oxidase,
pode-se obter células capazes de serem manti-
das in vitro por longo periodo, evitando a coleta

repetida de amostras de sangue dos pacientes.

Liberag¢do de Gnion superdxido por
células B imortalizadas com EBV

A liberacao de superéxido foi determinada
por espectrofotometria através da reducao do ci-
tocromo c especificamente inibida pela superé-
xido dismutase (SOD) em ensaio modificado®. A
quantidade de superdxido liberada foi calculada
utilizando o coeficiente de extin¢ao de 0,21 nM!
cm’, e os resultados expressos em nmol de supe-
roxido liberado por 10°¢ células/hora.

Extracdo de RNA

O RNA total das células de pacientes
com DEA e individuos saudaveis foi isolado a
partir de células B-EBV transformadas (107 cé-
lulas) estimuladas por 48 horas [IFN-y, 1.0 x10°
UI/mL (Boehringer Ingelheim), na proporcdo
de 500 pL de RPMI para cada 2,5 x 10° células,
a 37°C)], utilizando Trizol (TRIzol® Reagent,
InVitrogen15596-026). O RNA foi recuperado
ap0s precipitagdao com alcool isopropilico™.

Reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-PCR)

Para as transcrigdes reversas, 3 ug do RNA
total foi produzido utilizando-se SuperScript II
RT e hexdmeros randémicos. Os cDNAs foram
amplificados por real-time PCR usando SYBR
Green Real Time System (Applied Biosystems).
Cada 25 uL de mix de PCR continha 12 ng/
uL de ¢cDNA, 8uL de SYBR® Green Master Mix

(1X SYBR® Green Buffer, 3 mM MgCl,, 200 nM
mix de dNTP, 0,63 U Amplitaq Gold® 0,25 U
AmpErase®), e primers especificos: gp91Phox
(Gene Bank NM 00397) forward primer 5-TTG
TGG AAA CCC TCC TAT GA -37, reverse primer
5-AAA ACC GCA CCA ACC TCT CA-3; p47ehex
(Gene Bank NM) forward primer (5-CCT CTT
TCC AGT GCA TTT AAG G-37), reverse primer
5-GAT GTG ACG GAT GAA GGT GTC-3%; p67
phox (Gene Bank NM) forward primer 5-CGG
ACA AGA AGG ACT GGA AG -3, reverse pri-
mer 5-GGA AGT AAG CCA CTG CCA AG-3,
p227h (Gene Bank NM) forward primer 5-ATG
TGG GCC AAC GAA CAG-37, reverse primer 5-
GTA CTC CAG CAG GCA CAC AA-3°, p40Qrhx
(Gene Bank NM) forward primer 5-GGC CGA
GAG TGA CTT TGA AC-3’, reverse primer 5-
TCA CCT CGA TGA CGA AAA CA-3; e B actina
(Gene Bank NM) forward primer 5- TCA CCG
AGC GCG GCT-3, reverse primer 5-TAA TGT
CAC GCA CGA TTT CCC-3".

As condigoes de ciclo de temperatura uti-
lizando o aparelho ABI 5700 thermal cycler fo-
ram: gp91°x: 50°C por 2 min., 95°C por 10 min.,
35 ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min. As
condigdes de ciclo de temperatura utilizando o
aparelho ABI 7500 thermal cycler foram: p22Phx,
p47rhx, p67Phex e pd0Phex: 50°C por 2 min., 95°C
por 10 min., e 40 ciclos de 95°C por 15 seg., e 60°C
por 1 min.

Depois de 35 ciclos (ABI 5700 thermal
cycler) ou 40 ciclos (ABI 7500 thermal cycler),
uma curva de dissociagdo (melting curve) foi ge-
rada no intervalo de 60°C a 95°C. A amplificagao
paralela de 8 actina (Gene Bank NM 001101) foi
usada para normalizar a quantidade de amos-
tra. As reacoes foram feitas em triplicata e os re-
sultados representam a média + DP.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a mé-
dia + DP. Estatisticas descritivas foram feitas e
a comparagao entre os grupos foi estabelecida
pelo teste ANOVA. Valores de p<0,05 foram con-
siderados significativos.



Resultados

A tabela 1 apresenta as caracteristicas cli-
nicas, onde 60% dos pacientes apresentaram
diarreia e 50% sinusite. Todos apresentaram
alteragdes cutdneas compativeis com a DEA. O
burst oxidativo demonstrou uma baixa redugao
do NBT.

O grafico 1 apresenta os resultados obtidos
a partir da estimulagdo com PMA (30 nmolar)
de células B-EBV transformadas para determi-
nacado da produgao de dnion superédxido. Células
B-EBV transformadas de pacientes com DEA
apresentaram menor producdo de
anion superéxido quando compara-
das ao grupo controle (p<0,05, Teste
ANOVA).

O grafico 2 representa a ex-
pressao do gene CYBB a partir de

Discussdo

Foi investigado o papel do NF-«xB sobre a
producdo de dnion superdxido e expressao dos
componentes gp91Phox, p22phox p47-phox p7-phox @
p40Pr* do sistema NADPH oxidase de pacientes
com DEA que apresentavam infec¢des de repeti-
¢do do trato respiratdrio e gastrintestinal e baixa
resposta ao teste NBT. Foi verificada diminuicdo
da sintese de anion superdxido e diminuicdo da
expressdo dos genes NCF1 e NCF2 em células
B-EBV de pacientes com DEA.

Tabela 1: Achados clinicos e produg¢do de dnion
superoxido por PBMC de pacientes com DEA. No teste
de reducgéo do NBT, o sal solivel amarelo oxidado

é reduzido a formazan azul escuro insoluvel, apoés
incubagéo de leucécitos com NBT e coloragéo com
Wright-Giemsa. *Valores normais no teste estimulado de
reducdo do NBT entre 10-50% de células NBT positivas

células B-EBV de pacientes com
DEA comparada ao grupo controle.
A expressao do gene CYBB (gp9l-

Pacientes

respiratorio digestorio

NBT*
Pele Células
positivas (%)

Trato Trato

phox) em células B-EBV transforma-

Auséncia de pelos,

das de pacientes com DEA foi se- 1 Sinusite Diarréia dentles conicos, rare.fa(;éo 4,0
Ih ) pilosa, pele xerdtica
> ; R
melhante ao grupo controle (p>0,05; Auséncia de pelos,
Teste ANOVA). 2 Sinusite Diarréia  dentes conicos, rarefacéo 8,0
O gréfico 3 demonstra que a pilosa, pele xertica
~ -phox Auséncia de pelos,
EXpressao do gene CYBA (P22 ) 3 Sinusite - dentes conicos, rarefacao 4,0
de células B-EBV transformadas de pilosa, pele xerdtica
pacientes com EDA foi semelhan- Gastrite Auséncia de pelos,
te ao grupo controle (p>0,05; Teste 4 Pneumonia " o dentes conicos, rarefagao 8,0
pilosa, pele xerdtica
ANOVA). A.
) Auséncia de pelos,
O gréfico 4 representa a ex- 5 - Diarréia  dentes conicos, rarefacéo 9,0
pressdo do gene NCF1 (p47%"), e o pilosa, pele xerdtica
L e ~ Auséncia de pelos,
graflco 5a expressao do gene NCEF2 6 Pneumonia  Gastrite  dentes conicos, rarefacao 7,0
(p677h) de células B-EBV transfor- pilosa, pele xerdtica
madas de pacientes com DEA, que Auséncia de pelos,
foi estatisticamente menor em rela- 7 Sinusite Diarréia den’;es conicos, rare.fa(;ao 7,0
~ pilosa, pele xerdtica
¢do ao grupo controle (p<0,05; Teste Auséncia de pelos,
ANOVA). 8 Bronquite - dentes conicos, rarefacdo 9,0
O grafico 6 mostra que a ex- pilosa, pele xerotica
~ ; Auséncia de pelos
phox '
pressao do gene NCF4 (P40 ) em 9 Asma Diarréia  dentes conicos, rarefacao 4,0
células B-EBV transformadas de pilosa, pele xerdtica
pacientes com DEA foi semelhante Auséncia de pelos,
10 Sinusite Diarréia  dentes conicos, rarefacao 6,0

ao do grupo controle (p>0,05; Teste

pilosa, pele xerdtica

ANOVA).
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Figura 1: Geragédo de Gnion superoxido

por células B-EBV de pacientes com DEA e
individuos sauddveis

Células estimuladas com PHA (30 nmolar) de
pacientes com DEA apresentam menor liberacdo de
superéxido, em relagéo ao grupo controle (* p<0.05,
n=10, teste ANOVA).

1.0-
—_—
©
2 0.8
=)
s
@ & 0.6
> .9
O 2 0.4
o
g 0o-
X 02
0.0 T
4 o
&‘o QQ/
oo

Figura 2: Expressdo relativa do gene CYBB
por real-time PCR

A expressao do CYBB (gp91+'x) em células B-EBV
transformadas de pacientes com DEA foi semelhante
ao grupo controle (p>0,05; Teste ANOVA).

Estes resultados reforcam a hipétese de
que defeitos na via de ativacdo do NF-«B obser-
vados em células B-EBV de pacientes com DEA
levam a um defeito funcional similar ao encon-
trado em leucdcitos de pacientes com Doenca
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Figura 3: Expressdo relativa do gene CYBA
por real-time PCR

A expressao de CYBA (p22°") em células B-EBV
transformadas de pacientes com DEA foi semelhante
ao grupo controle (p>0,05; Teste ANOVA).
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Figura 4: Expressdo relativa do gene NCF1
por real-time PCR

A expressao do gene NCFT (p47°") nas células
B-EBV transformadas de pacientes com DEA foi
estatisticamente menor em relagdo ao grupo controle
(p<0,05; Teste ANOVA).

Granulomatosa Cronica (DGC). Como néao foram
observados casos de infec¢des profundas, forma-
¢ao de granulomas ou micobacterioses, o fendtipo
observado em pacientes com DEA se assemelha
ao de pacientes com DGC autossdmica recessiva’.
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Figura 5: Expressdo relativa do gene NCF2
por real-time PCR.

A expressado do gene NCF2 (p67*") nas células
B-EBV transformadas de pacientes com DEA foi
estatisticamente menor em relagao ao grupo controle
(p<0,05; Teste ANOVA).
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Figura 6: Expressdo relativa do gene NCF4
por real-time PCR

A expressédo do gene NCF4 (p40+"%) nas células
B-EBV transformadas de pacientes com DEA

foi semelhante ao grupo controle (p>0,05; Teste
ANOVA).

A DGC ligada ao cromossomo X é uma
enfermidade que acomete 1/2,5x10° individuos
que apresentam mutacdo do gene CYBB, que co-

difica a cadeia pesada do citocromo b, ou gp91-
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rhox Nas formas autossOmicas recessivas da DGC

podem ser afetados os genes dos componentes
citosolicos do sistema NADPH oxidase, NCF1
(proteina adaptadora p47?"), NCF2 (proteina
ativadora p67°"); CYBA (p22?", a cadeia leve
do citocromo b,,), e NCF4 (p40+")®,

Pacientes com DGC ligada ao cromossomo
X apresentam infecg¢des graves desde o primeiro
ano de vida, e pacientes com a forma autossomi-
ca recessiva tendem a apresentar quadro clinico
menos grave, com inicio tardio dos sintomas.
Vacinas contendo bactérias atenuadas, como a
BCG, sao contraindicadas devido ao risco de re-
agOes adversas graves's.

Células B EBV transformadas mimetizam
desordens genéticas da NADPH oxidase’, e
proveem um modelo ttil para a avaliagdo des-
tas desordens moleculares, o que levou a ado-
¢ao desse modelo.

Os pacientes em estudo apresentaram
baixo burst oxidativo, avaliado através do teste
de reducdo do NBT. Nesta técnica, o sal solu-
vel amarelo oxidado no interior dos leucdcitos
é reduzido a formazam azul escuro insoldvel.
Valores baixos do teste de NBT sdo observados
na terapia imunossupressora, corticoterapia,
DGC, deficiéncia de mieloperoxidase e G6PD,
lipus eritematoso sistémico e anemia falcifor-
me’®. Contudo, esse teste qualitativo apresenta
resultados falso positivos e falso negativos, ou é
capaz de determinar alteragdes discretas na pro-
dugédo de espécies reativas do oxigénio®.

Para evitar esses problemas foi utilizada
a técnica de determinagdao dos niveis de dnion
super6xido baseada na redugdo do citocromo c,
avaliado em espectofotometria por meio da re-
dugdo do citocromo c¢ inibida especificamente
pela superdxido dismutase. Esse método quan-
titativo de alta sensibilidade e especificidade é
utilizado no diagnéstico das diferentes formas
hipomorficas da DGCP.

A partir da imortalizagao das células B foi
verificado que a quantidade de anion superoxi-
do em pacientes com DEA que se assemelhou
ao observado em pacientes com DGC autosso-
mica recessiva®. Defeitos nos componentes da
ativacdo do NF-kB podem resultar em fenétipos
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distintos de imunodeficiéncias, que podem mi-
metizar a DEA?.

Estes resultados estdo de acordo com os
descritos em modelo murino, onde foi observa-
da perda na atividade da NADPH oxidase em
leucécitos, fibroblastos e células neuronais de-
pois da super expressdo de IkBa ou em nocautes
para p65/RelA%.

Em células hematopoiéticas, a expressdao
do gene CYBB é restrita a série mieloide, em sua
etapa de diferenciagdo terminal®. Contudo, a ex-
pressao dos genes do sistema NADPH oxidase é
bastante sensivel a citocinas como o IFN-gama®,
o que fez com que esta citocina fosse utilizada
neste estudo para avaliagdo da expressdo génica
dos componentes do sistema NADPH oxidase. O
resultado final dessa expressdao génica é a pro-
ducdo de espécies reativas do oxigénio.

A expressdo génica refere-se ao processo
na qual as informagdes codificadas por um de-
terminado gene sao decodificadas em uma pro-
teilna. A quantidade de expressdo de um gene
em uma célula pode ser mensurado pelo ndme-
ro de cépias de um transcrito de RNA mensa-
geiro de um determinado gene presente em uma
amostra, através da técnica de RT-PCR.

Foi verificada alteracdo na expressao géni-
ca de NCF1 e NCF2 em células B-EBV de pacien-
tes com DEA apo6s estimulagdo com IFN-gama.
O gene NCF1 codifica a proteina adaptadora
p47Phox, critica para o aumento da atividade
da NADPH oxidase*. A auséncia da protei-
na p47+7"* em modelo murino diminui a ativa-
¢do do NF-«xB e a capacidade de defesa contra
Pseudomonas sp.”®, e sua auséncia em pacientes
com DGC favorece o surgimento de uma série de
infecgdes oportunistas®. Diminuicdo da expres-
sao génica de NCF1 foi descrita em células B-EBV
transformadas de um paciente com DEA e outro
com defeito no eixo IL-12/23-IFN-y, ambos com
historico de infecgdes recorrentes?.As infeccoes
estafilocdccicas, comuns em pacientes com DGC
e DEA podem refletir em parte uma diminuicdo
do burst oxidativo dos leucdcitos. Contudo, dife-
rengas fenotipicas ocorrem na natureza, uma vez
que o NF-«B é um fator de transcrigdo ubiquo

envolvido na expressao de genes relacionados a
imunidade inata e adaptativa®.

O gene NCF2 codifica a proteina ativado-
ra p67+Fh*, que juntamente com p47+hox e p40Phox,
formam um complexo no citosol que se transloca
com Rac-GTP até a membrana, e a uniao fisica de
p67Phox e gp91+hex forma o dominio catalitico res-
ponsével pela ativagao do sistema NADPH oxida-
se®>. Muta¢oes do NCF2 em pacientes com DGC
autossOmica, apresentam menor gravidade da
doenca e maior probabilidade de sobrevivéncia®.

Conclusdo

Foi verificado que o NF-«kB é necessario
para a expressao dos genes NCF1 e NCF2, ativi-
dade do sistema NADPH oxidase e producdo de
anion superdxido em pacientes com DEA, o que
justifica o aumento da susceptibilidade a infec-
¢Oes recorrentes do trato respiratdrio e digestorio.
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