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RESUMO

Aragao-Filho WC. O papel do fator nuclear kappa b (NF-kB) e do eixo IL-
12/23-IFN-y na ativacao do sistema NADPH oxidase [Dissertacao]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo;
2008.

O sistema NADPH oxidase é um complexo enzimatico gerador de
superoxido, formado por um flavocitocromo bsss, o qual € constituido por
duas subunidades protéicas denominadas gp91-rhox e p22-phox e por
outros componentes protéicos citoplasmaticos (p47-rhox p67-phox e p40-
phox) - O fator nuclear kB (NF-«kB) € um fator de transcricao envolvido no
controle da expressao de diversos genes ligados a resposta inflamatoéria,
principalmente na resposta linféide. Contudo, nas células da linhagem
mieléide, o papel deste fator de transcricao ainda nao foi detalhadamente
estudado. A integridade do eixo IL-12/23-IFN-y também ¢€ critica para a
ativacao dos fagocitos e controle das infeccoes. Defeitos na ativacao da via
do NF-kB e do eixo IL-12/23-IFN-y resultam em infeccoes recorrentes e a
susceptibilidade mendeliana a micobacterioses, e podem levar a
diminuicdo da expressdao do componente gp91-rhox, Diante disso, neste
trabalho pretendeu-se estudar qual € a relacao direta do NF-«B e de
defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y na regulacao de genes mieloides,
especificamente, com respeito aos genes que codificam componentes do
sistema NADPH oxidase humano: p22-phox p47-phox  pE7-phox e p4(Q-phox
(genes CYBA, NCF1, NCF2 e NCF4, respectivamente). Investigou-se a
expressao dos componentes do sistema NADPH oxidase em modelos de
linhagem mielocitica, células U937, e linfociticas, células B transformadas
por virus Epstein-Barr provenientes de pacientes com displasia
ectodérmica anidréotica com imunodeficiéncia (EDA-ID), de pacientes com
mutacoes genéticas de perda de funcao nos genes codificadores dos
componentes do sistema NADPH oxidase (doenca granulomatosa cronica),
ou de pacientes com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y. Analisamos o efeito

da inibicdo do NF-kB sobre a atividade fagocitica em células U937. Por



meio de ferramentas eletronicas de busca, verificamos a existéncia de
possiveis sitios funcionais de ligacao do NF-kB (subunidades p5S0 e/ou
p65S) aos genes codificadores do sistema NADPH oxidase. Células U937
estavelmente transfectadas com o repressor do NF-«B (IkBa S32A/S36A)
mostraram expressao significativamente menor dos genes NCF1 e NCF2
comparadas a células U937 controle. A expressdao do gene NCFI em
células EDA-ID S32I foi diminuida comparada a células de controles
sadios e similar a encontrada em células de pacientes com DGC
autossomica recessiva devido a mutacdo no gene NCFI. Também
encontramos diminuicao da expressao deste gene em linhagens celulares
EDA-ID devido a mutacao NEMO/IKKy X420W. A fagocitose de particulas
de zimosan nao foi afetada pela transfeccao com o repressor do NF-kB em
células U937. Ferramentas eletronicas de busca mostraram a ocorréncia
de dois sitios especificos para a pS0 e seis especificos para a p65 na regiao
intergénica “upstream” ao gene NCF1 e de um sitio especifico para a p50 e
dois especificos para a p6S na regiao intergénica “upstream” ao gene
NCF2, todos evolutivamente conservados entre os genomas das espécies
de Macaca mulatta, Pan troglodytes e o homem. Células com defeito
completo do receptor 1 do IFN-y (IFNGR1) apresentaram diminuicao da
expressao do gene NCF1 tanto basal quanto estimulada por IFN-y. Dois
defeitos completos do receptor 2 do IFN-y (IFNGR2) distintos impediram o
aumento da expressao do gene NCFI estimulada por INF-y. Os defeitos
completo e parcial do IFNGR1 também impediram o aumento significativo
da expressao do gene NCF2 frente ao estimulo com IFN-y. Estes estudos
mostram que o NF-kB e os receptores IFNGR1 e INFGR2 sao necessarios
para a expressao dos genes NCF1 e NCF2 e para a ativacao do sistema

NADPH oxidase humano neste sistema modelo.

Palavras-chave: NF-kB; EDA-ID; Defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y; NADPH

oxidase.



ABSTRACT

Aragao-Filho WC. The role of nuclear factor kappa B (NF-kB) and the IL-
12/23-IFN-y axis in the activation of the NADPH oxidase system [Master
thesis]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo; 2008.

The NADPH oxidase system is an enzymatic complex that generates
superoxide. It is composed by a flavocytochrome bsss, which is constituted
by two protein subunits called gp91-phox and p22-rhex and by other
cytoplasmatic protein components (p47-Phox, p67-Phox and p40-prhox), The
nuclear factor kB (NF-kB) is a transcriptional factor involved in the
expression of several genes related to the inflammatory response, mainly
in the lymphoid response. However, in the myeloid cell lineage, the role of
this transcriptional factor was not detailed established. The appropriate
function of the IL-12/23-IFN-y axis is critical for phagocytes activation and
infection control. Defects in the NF-kB and IL-12/23-IFN-y axis pathways
lead to recurrent infections and to the mendelian susceptibility of
mycobacterial disease (MSMD). In addition, they can decrease gp91-phox
expression. In this current study we investigated the NF-«B and the IL-
12/23-IFN-y axis defects consequences on the regulation of myeloid genes,
specifically, genes encoding components of the human NADPH oxidase
system: p22-phox p47-phox  pE7-phox gand p40-phox (CYBA, NCF1, NCF2 and
NCF4 genes, respectively). We investigated the expression of NADPH
oxidase components in U937 cells, and in B cells transformed by Epstein-
Barr virus, from patients with anhidrotic ectodermal dysplasia with
immunodeficiency (EDA-ID), patients with genetic mutations affecting the
NADPH oxidase system (chronic granulomatous disease), or patients with
IL-12/23-IFN-y axis defects. We analyzed the effect of the NF-kB inhibition
on the phagocytic activity of U937 cells and, by means of electronic
searching tools, we investigated possible functional binding sites for NF-
kB (pSO and/or p6S subunits) to the encoding genes of the NADPH

oxidase system. U937 cells with a stably transfected repressor of NF-«B



(IkBa S32A/S36A) demonstrated significantly lower NCFI1 and NCF2 gene
expression compared to control U937 cells. NCF1 gene expression in EDA-
ID S32I cells was decreased compared to normal control cells and similar
to autosomal recessive CGD cells due to mutation in NCF1. We found a
decreased expression of this gene in EDA-ID transformed lineages due to
the mutation NEMO/IKKy X420W. Zymosan phagocytosis was not affected
by transfection of U937 cells with the NF-«B repressor. Electronic
searching tools showed the occurrence of two specific sites for p50 and six
for p65 in the upstream intergenic region of the NCFI gene and one
specific site for pS0 and two for p65 in the upstream intergenic region of
the NCF2 gene, all evolutionary conserved among the Macaca mulatta, Pan
troglodytes and human genomes. Cells with IFN-y receptor 1 complete
defect (IFNGR1) showed decreased in both basal and IFN-y-stimulated
NCF1 gene expression. Two distinct IFN-y receptor 2 complete defects
prevent the increase of IFN-y-stimulated NCF1 gene expression. Complete
and partial IFNGR1 defects also prevent the significant increase of IFN-y-
stimulated NCF2 gene expression. These studies show that the NF-«xB and
the IFNGR1 and INFGR2 receptors are necessary for NCF1 and NCF2 gene
expression and activation of the human NADPH oxidase in this model

system.

Key words: NF-kB; EDA-ID; IL-12/23-IFN-y axis defects; NADPH oxidase.
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18

1 INTRODUCAO

1.1 Metabdlitos reativos do oxigénio e nitrogénio em células fagocitarias e o

sistema NADPH oxidase

O oxido nitrico (NO) € um radical livre inorganico, gasoso, inodoro,
incolor, hidrofébico e altamente difusivel através das membranas
plasmaticas (Bryk e Wolff, 1999). Este radical € produzido por meio da
clivagem do terminal nitrogénio-guanidina da L-arginina, por meio da
enzima oxido nitrico sintase (NOS), numa reacao que requer FMN (Flavina
mononucleotideo), FAD (Flavina adenina dinucleotideo), NADPH
(Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e BH4 (tetrahidrobiopterina)
como cofatores, e a presenca do oxigénio molecular que atua como
substrato (Nakai, Nakayama e Kato, 1990; Bryk e Wolff, 1999).

O oxido nitrico € capaz de atuar diretamente sobre os
microorganismos, provocando efeitos toxicos e inibitérios sobre diversos
processos celulares, como os de crescimento e multiplicacao (Anumba, et
al., 1999; Bourguignon, Alves e Giovanni-De-Simone, 1997). A producao
de oxido nitrico pode ser considerada uma caracteristica tipica de
macrofagos ativados (Damatta, et al., 2000; Ding e Nathan, 1988; Stuehr
e Marletta, 1987).

Os fagocitos, tais como macrofagos, eosinofilos e mneutrofilos,
possuem ancorado em suas membranas celulares internas um complexo
protéico denominado sistema NADPH oxidase através do qual, durante a
fagocitose e na dependéncia do consumo de oxigénio, ha a producao de
anion superoxido e outros reativos intermediarios do oxigénio, os quais
também sao responsaveis pela atividade microbicida, tumoricida, e
inflamatéria (Henderson e Chappel, 1996; Chanock, et al., 1994). Quando
ativado, o sistema NADPH oxidase forma um sistema de elétrons trans-
membrana que resulta na geracdo de grandes quantidades de &anion
superoxido e de outras espécies reativas do oxigénio essenciais para a

funcao microbicida dos fagocitos, durante o fenomeno da fagocitose.
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O conhecimento sobre os componentes do sistema NADPH oxidase,
seus genes codificantes e suas relacoes estruturais, avancou muito nos
ultimos anos (Royer-Pokora, Kunkel e Monaco, 1986; Volpp, Nauseef e
Clark, 1988; Nunoi, et al., 1988; Leto, et al., 1990; Dinauer, et al., 1990;
Babior, 2004). A NADPH oxidase de fagocitos € constituida por elementos
ligados a membranas celulares e por elementos citosélicos. O
flavocitocromo bsss, o componente ligado a membrana do complexo da
NADPH oxidase e que desempenha o papel de doador terminal de elétrons
ao oxigénio (Parkos, et al., 1988; Segal e Abo, 1993), € um heterodimero
composto por uma subunidade polipeptidica de 22 kDa (chamada de p22-
phox; “_phox”, refere-se aos termos: oxidase de fagocitos) e uma subunidade
glicoprotéica de 91 kDa (chamada de gp91-phox) (Parkos, et al., 1987,
Babior, 2004), estando localizado primariamente na membrana plasmatica
(Jesaitis, Buescher e Harrison, 1990) e na membrana dos fagossomos
(Kjeldsen, et al., 1993). A ativacao da NADPH oxidase requer a uniao do
flavocitocromo bsss com diversas proteinas citosélicas, incluindo a p47-
phox  p@7-phox  p4(Q-Phox e uma proteina ligante de GTP, a Racl em
macrofagos ou a Rac2 em neutrodfilos (Nauseef, 2004; Diekmann, et al.,
1994; Diebold e Bokoch, 2001). Bedard e Krause (2007) e Lambeth,
Kawahara e Diebold (2007) revisaram varios aspectos da familia da
NADPH oxidase, a familia NOX. Grandvaux, Faulkner e Fink (2007)
revisaram as funcoes da familia Nox e Duox sobre a imunidade inata com
respeito a modulacao das funcoes de células dendriticas, reconhecimento
de patogenos e potencial papel na resposta a infeccoes virais.

Além de estar envolvida em doencas que afetam o sistema
imunolégico, a NADPH oxidase também tem sido relatada como
participante dos processos de hipertensao e arteriosclerose, na doenca de
Alzheimer e em hemorragias cerebrovasculares (Bianca, et al. 1999;
Bengtsson, et al., 2003; Cathcart, 2004; Walder, et al., 1997; Block, et al.,
2007). Ushio-Fukai e Nakamura (2008) revisaram a literatura sobre a

NADPH oxidase como um alvo para a terapia contra o cancer.
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O sistema NADPH oxidase pode ser induzido por diversas citocinas,
particularmente por IFN-y e TNF-o em monocitos e granuldcitos
(Cassatella, et al., 1990; Schapiro, et al., 1991).

Evidéncia de envolvimento do INF-y na ativacao do sistema NADPH
oxidase também foi levantada pelo trabalho de Wolfort, Stokes e Granger
(2008), estudando um modelo murino de hipercolestorolemia (HC),
baseado em camundongos nocautes IFN-yR-/- e IFN-y/-. Os dados obtidos
por estes pesquisadores sao consistentes com um mecanismo onde a HC
causa aumento da secrecao de IFN-y a partir de ceélulas T CD4+,
resultando no aumento da producao de espécies reativas intermediarias
do oxigénio dependente de gp91-rhox e disfuncdo da miografia através de
uma via de sinalizacao independente de STAT-1/IRF-1 que envolve a
ativacao dos receptores de IFN-y em células da circulacao sangiiinea.

Kuwano e colaboradores (2008) verificaram que o TNF-a age como
um potente transativador do gene NOXOI humano em células T84
(linhagem de células epiteliais do cblon), contribuindo para o aumento da
producao de anion superoxido por estas células, o que sugere um papel
potencial da oxidase baseada em Nox-1 (Nox-1, p22-Phex Racl e pelo
menos dois cofatores adicionais, o organizador Nox 1 (NOXO1) e o ativador
Nox 1 (NOXAI1) na inflamacado do coélon. Outra evidéncia da atuacao do
TNF-o sobre oxidases pode ser vista no trabalho de Yen e colaboradores
(2008) onde foi observado que o TNF-o aumentou grandemente a
producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS,
respectivemente) e a morte celular por apoptose em modelo murino de
infeccao endotelial pelo virus da dengue; o desenvolvimento de hemorragia
e sua severidade foram grandemente diminuidos em camundongos
nocautes para iNOS ou p47-prhox, o0 que aponta para o papel ativador do
TNF-a sobre oxidases e lanca a possibilidade de tratamento da infeccao

pelo virus da dengue através de inibidores de oxidase.
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1.2 Doenca Granulomatosa Crénica

A importancia do sistema NADPH oxidase como mecanismo
microbicida pode ser evidenciada através do conhecimento da doenca
granulomatosa cronica (DGC) (Holmes, Page e Good, 1967).

Defeitos moleculares que afetam os componentes do sistema NADPH
oxidase levam a DGC, uma imunodeficiéncia primaria caracterizada pela
ocorréncia precoce de infeccoes severas recorrentes (Babior, 2004). Nesta
doenca, os genes CYBB e NCF1 sao os mais freqientemente afetados por
mutacoes (em aproximadamente 60% e 30% dos casos, respectivamente)
levando a forma ligada ao X da DGC e a uma forma autossomica desta
doenca, respectivamente (Heyworth, Cross e Curnutte, 2003; Rae, et al.,
1998). Defeitos na Rac2 podem determinar um quadro semelhante aos
sintomas da DGC, combinados com defeitos na quimiotaxia e
desgranulacao (Ambruso, et al., 2000; Williams, et al., 2000). Pacientes
com deficiéncia em G6PD em eritrocitos e em leucocitos sofrem de uma
DGC com sintomas moderados (Baehner, et al., 1972; Gray, et al., 1973;
Roos, et al., 1999).

A DGC caracteriza-se clinicamente como uma imunodeficiéncia
grave e rara, com incidéncia estimada entre 1/200.000 e 1/250.000
nascidos vivos por ano (Winkelstein, et al., 2000). Granulomas
decorrentes da atividade inflamatoéria persistente que ocorre na DGC
provocam quadros de obstrucao em visceras ocas, tais como orgaos do
trato gastrointestinal e urinario (Bridges, Berendes e Good, 1959; Landing
e Shirkey, 1957; Segal, 1988). Infeccoes em pacientes com DGC sao mais
comuns nos orgaos em contato com o ambiente externo, tais como os
pulmoes, trato gastrointestinal e pele, linfonodos que fazem drenagem
destas estruturas também podem ser afetados. Outros 6rgaos e estruturas
podem ser afetados, como o figado, os ossos, rins e cérebro. A formacao de
granulomas em pacientes com DGC pode ser causada pelo aumento da
atividade proinflamatoria e apoptose defeituosa de neutrofilos com DGC. A

diminuicao da producao de mediadores antiinflamatérios por neutrofilos e
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macrofagos com DGC durante a fagocitose de bactérias ou de células
apoptoticas pode contribuir com a inflamacao persistente na DGC (Brown,
et al., 2003).

O diagnéstico da DGC tem como base os aspectos clinicos da
doenca, a comprovacao da falha da producado de anion superoxido e
identificacao do defeito genético que levou ao desenvolvimento da doenca
no individuo afetado, através de “screening” sobre a ocorréncia de
mutacao nos genes codificadores do complexo da NADPH oxidase (CYBB,
CYBA, NCF1 ou NCF2). A atividade do sistema NADPH oxidase pode ser
avaliada através do teste do NBT (nitroblue-tetrazolium), por citometria de
fluxo com o uso da DHR (dihidrorodamina) (Ochs e Igo, 1973; Repine, et
al., 1978; Repine, Rasmussen e White, 1979; Roesler, et al., 1991;
Woodman, et al., 1995), pela quantificacao absoluta da liberacao de anion
superoxido ou do consumo de oxigénio ou através da analise da producao

de peroxido de hidrogénio.

1.3 Estrutura molecular e regulagcdo do gene CYBB

O gene CYBB humano, por ter sido exaustivamente estudado,
tornou-se um modelo interessante para ilustrar a complexidade dos
mecanismos moleculares de transcricao linhagem especificos (Skalnik,
2002), e de diferenciacao fase especifico, por ser ativamente expresso apos
estagio pro-mielocitico de células mieldides (Royer-Pokora, Kunkel e
Monaco, 1986; Leto, et al., 1990).

O componente gp91-rhox da NADPH oxidase é codificado pelo gene
CYBB (OMIM 300481), o qual esta localizado no braco curto do
cromossomo X, no segmento Xp21l.1 (Baehner, et al., 1986), ocupa
aproximadamente 30kb do DNA gendémico e contém 13 exons, os quais
variam de 0,7 a 7 Kb em tamanho (Skalnik, Strauss e Orkin, 1991;
Skalnik, et al., 1991) (Figura 1). A analise estrutural da regido proximal de
1,5 Kb do flanco 5’ do gene CYBB revelou uma sequéncia de pares de

bases CCAAT duplicada entre —106 e —-124 nt (numeracao proximal ao
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sitio de inicio de transcricao), bem como uma regidao TATA nao consensual
em —30 nt (Skalnik, Strauss e Orkin, 1991).

Varios trabalhos tentam elucidar os mecanismos de regulacao da
transcricao do gene CYBB (Kautz, et al., 2001). Foram propostos alguns
mecanismos repressores e ativadores da regido promotora deste gene, a
qual possui elementos cis positivos e negativos, onde interagem multiplos
repressores de transcricdo, tais como: STAB1, CDP (do Inglés “CCAAT
displacement protein”) (Eklund, et al.,, 2000) e Pbxl expressos
constitutivamente em células indiferenciadas (Eklund, Jalava e Kakar,
2000; Neufeld, et al., 1992). Na diferenciacdo terminal da célula, é
reduzida a expressado das proteinas repressoras e isso permite a ligacao de
proteinas ativadoras, como € o caso dos fatores Ets, como, por exemplo, a
PU.1 e o Elf-1 (Woodman, et al., 1995; Bei, Lu e Eklund, 2005; Skalnik,
2002) a regidao promotora do gene CYBB. Outros elementos cis positivos
induzidos pelo IFN-y também sao necessarios para a ativacao da
transcricao do gene CYBB (Eklund, Jalava e Kakar, 1998; Eklund e Kakar,
1999), como € o caso do HAF-1 (do Inglés “Hematopoietic-Associated
Factor”). Este fator restrito € necessario, mas nao suficiente para a
inducao da transcricao do CYBB em células hematopoiéticas estimuladas
com IFN-y (Eklund e Skalnik, 1995). Estudos adicionais demonstraram
trés elementos entre -450 e —100 nt da regido promotora do gene CYBB
que nao compartilham nenhuma seqiiéncia consensual, mas que possuem
atividade ligante ao DNA, sendo denominadas BID-1, 2, e 3 (do Inglés
“Binding Increased During Differentiation”). Estes BIDs sao requeridos na
resposta ao IFN-y. O BID central tem a conformacao para um elemento de
resposta estimulado por IFN e serve adicionalmente como um sitio de
ligacao para o fator regulador do IFN (IRF)-1 e -2 (Eklund, Luo e Skalnik,
1996). A administracao de IFN-y em pacientes com DGC devido a defeitos
de “splicing” no gene CYBB tem se mostrado vantajosa, aumentando a
estabilidade de transcritos deste gene em fagocitos destes pacientes
(Condino-Neto e Newburger, 2000; Ishibashi, et al., 2001; Errante, Frazao
e Condino-Neto, 2008).
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A Figura 2 mostra um esboco de alguns elementos transcricionais
ativadores e repressores que competem pela ligacdo a regido promotora do
gene CYBB. Anrather, Racchumi e Iadecola (2006) mostraram que o NF-xB
esta envolvido na transcricdo do gene codificador do componente gp91-phox
da NADPH oxidase em modelo experimental murino.

Em 2005, Thomas e colaboradores relataram a evidéncia do
primeiro mecanismo molecular que um patogeno utiliza para alterar a
regulacao de genes que contribuem para o “burst” respiratorio efetivo. Eles
observaram que a infeccao de precursores de neutroéfilos por Anaplasma
phagocytophilum (o agente causador da ehrlichiose granulocitica humana)
resulta na regulacao negativa do gene codificador do componente gp9 1-phox
da NADPH oxidase por um mecanismo de repressao da transcricao deste
gene associada com a reducao da expressao do fator regulatorio 1 do
interferon (IRF-1) e da PU.1 nos extratos nucleares das células infectadas
por A. phagocytophilum. A reducado da expressdao dos IRF-1 e PU.1
correlacionou-se com o aumento da ligacdo do repressor CDP ao promotor
do gene codificador do componente gp91-phox. Em 2008, Thomas, Samanta
e Fikrig também mostraram que a infeccao por A. phagocytophilum
aumenta a ligacao de CDP aos promotores das moléculas C/EBPepsilon e
peptideo neutrofilico humano 1, as quais sao importantes para a
maturacao e defesa dos neutrofilos, o que sugere que esta € uma
estratégia geral usada por este patéogeno para promover a alteracdo das
funcoes dos leucocitos polimorfonucleares.

Raad e colaboardores (2008) relatam que a fosforilacao da gp91-phox
em neutrofilos humanos por PKC € um novo mecanismo de regulacao da
NADPH oxidase, uma vez que promove o aumento da atividade deste

complexo enzimatico e o agrupamento dos componentes que o formam.
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Figura 01. Ideograma com localizacdo esquematica do gene CYBB no braco curto do
cromossomo X, no segmento Xp21.1.
Fonte: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&CHR
=X&maps=genes-r,pheno,morbid,genec&R1=o0n&query=CYBB&VERBOSE=
ON&ZOOM=3). Acessado em: 28/10/2008. (Adaptado).
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Figura 02. Regido promotora do gene CYBB. Os repressores transcricionais (CDP)
competem com fatores ativadores de transcricdo por quatro sitios de ligacao
dentro da regido promotora do gene codificador do componente gp91-phox da
NADPH oxidase. +1 indica o sitio transcricdo inicial. Linhas acima de «, B, vy
e 9, indicam posicoes de cada um dos quatro oligonucleotideos utilizados
como sitios de ligacdo para CDP. Barras acima dos fatores de ativacao
transcricional denotam correspondéncia a DNAse I (adaptado de Luo e
Skalnik, 1996).
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1.4 Estrutura molecular e regulacdo do gene CYBA

O gene codificador da subunidade p22-Phox da NADPH oxidase, o
CYBA (OMIM 608508), esta localizado no braco longo do cromossomo 16
humano, na regiao 16q24, possui 6 exons (Dinauer, et al., 1990) e muitas
variantes alélicas (Dinauer, et al., 1990; Porter, Parkar e Kinnon, 1996; de
Boer, et al., 1992; Hossle, et al., 1994) (Figura 3).

Pouco se conhece sobre a regulacdao do gene CYBA. Em 2003,
Moreno e colaboradores fizeram wuma caracterizacao preliminar do
promotor do gene CYBA humano. Eles encontraram regioes consenso para
IFN-y e o NF-kB, além de identificarem um novo polimorfismo na regido
promotora desse gene, o qual foi associado com hipertensao em um grupo
de 88 pacientes que apresentava importante quadro clinico de hipertensao
arterial. A variabilidade genética do CYBA foi correlacionada a
susceptibilidade a asma bronquica, ou a seus fenotipos relacionados, por

Izakovicova, Kankova e Znojil (2008).
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Figura 03. Ideograma com localizacdo esquematica do gene CYBA no braco longo do
cromossomo 16 humano, na regido 16q24.
Fonte: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&CHR
=16&maps=genes-r,pheno,morbid,genec&R1=on&query=CYBA&VERBOSE
=0ON&ZOOM=3). Acessado em: 28/10/2008. (Adaptado).
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1.5 Estrutura molecular e regulacdo do gene NCF1

O gene NCF1 (OMIM 608512) esta localizado no braco longo do
cromossomo 7 humano, na regido 7ql1.23 e codifica a p47-rhex, um
componente citosolico da NADPH oxidase (Heyworth, Cross e Curnutte,
2003) (Figura 4).

Li e colaboradores (1997) caracterizaram a regiao promotora do gene
NCF1 e identificaram um sitio funcional de ligacdo para o fator de
transcricao PU.1. Experimentos posteriores confirmaram que a
diferenciacao dependente do aumento da regulacao da transcricdo do gene
NCF1 esta associada com mudancas na fosforilacdo e aumento da
afinidade de ligacdo do PU.1 (Marden, et al., 2003). O fator de transcricao
C/EBPe foi correlacionado a transcricaio de gene NCFl em
granulocitos/macréfagos em um estudo de camundongos deficientes para
este fator (Verbeek, et al., 1999). Berasi e colaboradores (2004) relataram
o fator de transcricao HBP1 (do Inglés “HMG box-containing protein 17)
como um fator repressor da expressao do gene NCFI1. Ni e colaboradores
(2007) investigando o papel do fator de transcricao Ets-1 na regulacao da
geracao de ROS induzida por angiotensina II (Ang II), mostraram que a
inibicao da expressao de Ets-1 por RNA interferéncia em células primarias
de musculo liso aértico humano inibiu a producao de ROS e a inducao da
expressao da subunidade p47-rhox da NADPH oxidase em resposta a Ang
II.

Donaldson e colaboradores (2008) observaram que camundongos
p47-rhox-/- desenvolvem hiperplasia de linfonodos mesmo sem infeccao.
Esta hiperplasia foi caracterizada pelo aumento do numero de linfocitos T
e B nos animais nocautes comparados aos animais selvagens (controle).
Também observaram que ha fatores microambientias que suprimem a
progressao da apoptose destas células “in vivo”, permitindo a acumulacéao
das mesmas nos linfonodos murinos, uma vez que, “in vitro”, estes
autores observaram que os linfocitos CD8* p47-phox-/- entram em apoptose

mais rapidamente do que os do tipo selvagem. Além disso, a constatacao
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de que a p47-rhox é critica para o aumento da atividade da NADPH oxidase
por PMA e TNF-a em células de endotélio microvascular coronariano de
camundongos (Li, et al., 2002a), a verificacdo de que a auséncia da p47-
phox em modelo murino diminuiu a ativacao do NF-kB e a capacidade de
defesa do hospedeiro a infeccao por Pseudomonas sp. (Sadikot, et al.,
2004), assim como os achados com relacao a DGC (Winkelstein, et al.,
2000), fornecem importante suporte para o prosseguimento das
investigacoes sobre os fatores de transcricao que regulam este gene.
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Figura 04. Ideograma com localizacdo esquematica do gene NCFI no braco longo do
cromossomo 7 humano, na regido 7q11.23.
Fonte: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&CHR
=7&maps=genes-r,pheno,morbid,genec&R1=on&query=NCF1&VERBOSE
=0ON&ZOOM=3). Acessado em: 28/10/2008. (Adaptado).

1.6 Estrutura molecular e regulacao do gene NCF2

O gene NCF2 (OMIM 608515), gene codificador da subunidade p67-
phox da NADPH oxidase, esta localizado no braco longo do cromossomo 1
humano, na regiao 1g25 e possui 16 exons (Figura 35).

O promotor do gene NCF2 contem trés sitios de ligacao para PU.1,
(Gauss, Bunger e Quinn, 2002; Li, et al., 2001). Gauss e colaboradores
(20095) relataram uma nova regiao responsiva ao TNF-a dentro da regido

promotora do gene NCF2. Ammons e colaboradores (2007) identificaram
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um fator transcricional “zinc finger”, o PLAGL2 (do Inglés “Pleomorphic
Adenoma Gene-Like 2”), como um importante fator regulatorio que se liga
a regiao responsiva ao TNF-a presente no promotor do gene NCF2,
regulando a expressao génica do NCF2, em resposta ao TNF-a. Li e
colaboradores (2001) relataram que a atividade do promotor do gene NCF2
também requer a participacao do fator AP-1. Lindsey e colaboradores
(2005) relataram que HOXA10 impede a transcricao do gene NCF2 em
células fagociticas.

Pagano e colaboradores (1998), através de experimentacdo em
coelhos, verificaram que a angiotensina II estimula a geracao de anion
superoxido pela NADPH oxidase em fibroblastos via ativacao
transcricional do gene codificador do componente p67-Phox da NADPH
oxidase, sugerindo que esta evidéncia de regulacdo dos componentes da
NADPH oxidase poderia prover uma nova maneira de tratamento da

hipertensao arterial dependente da producao de anion superoéxido.

=

Figura 05. Ideograma com localizacao esquematica do gene NCF2 no braco longo do
cromossomo 1 humano, na regiao 1q25.
Fonte: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&CHR
=1&maps=genes-r,pheno,morbid,genec&R1=o0n&query=NCF2&VERBOSE
=0ON&ZOOM=3). Acessado em: 28/10/2008. (Adaptado).
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1.7 Estrutura molecular e regulagcao do gene NCF4

O gene NCF4 (do Inglés “Neutrophil Cytosolic Factor 47) (OMIM
601488), gene codificador da subunidade p40-Phox da NADPH oxidase, esta
localizado no braco longo do cromossomo 22 humano, na regiao 22q13.1 e
possui 10 exons (Figura 6).

A p40-rhox foi a ultima subunidade do sistema NADPH oxidase a ser
descoberta (Matute, et al., 2005) e seu papel neste sistema continua sendo
pouco definido. Foi descrita como uma proteina de 40 kDa, a qual foi co-
purificada em um complexo de 250 kDa com a subunidade p67-phox e p47-
phox por Wientjes e colaboradores (1993). E predominantemente expressa
em  neutrofilos, monocitos, basofilos, eosinofilos, mastocitos,
megacariocitos, células B e T (Wientjes, et al., 1993; Zhan, et al., 1996;
Tsunawaki e Yoshikawa, 2000). Durante a ativacao celular, a p47-phox
associa-se com o complexo p67-rhox e a p40-prhox e estas trés subunidades
translocam-se para a membrana (Wientjes, et al., 1993), mas nao esta
claro se a p40-rhox permanece ligada a p67-phox/p47-rhox (Tsunawaki, et al.,
1994; Tsunawaki, et al., 1996), ou se € dissociada do complexo ativado da
NADPH oxidase (Tsunawaki e Yoshikawa, 2000; Someya, et al., 1996).

Embora nenhum paciente com DGC tenha sido identificado com
defeitos na p40-prhox e esta nao seja requerida para a atividade da NADPH
oxidase, tanto em modelos experimentais “cell-free”, quanto em modelos
experimentais celulares, a p40-rhox pode estar envolvida na modulacao da
atividade da NADPH oxidase devido a sua forte associacdo com a p67-phox,
de acordo com as evidéncias que demonstram uma regulacdo positiva
e/ou negativa da NADPH oxidase pela p40-rhox (Matute, et al., 2005). Em
sua revisao, Matute e colaboradores (2005) concluem que, apesar de ser
dispensavel para a atividade da NADPH oxidase “in vitro”, a p40-phox
participa da atividade da NADPH oxidase “in vivo”, embora seu papel exato
continue controverso.

Ellson e colaboradores (2006), através do estudo de neutroéfilos de

camundongos nocautes para a p40Prhox observaram que este defeito levou



31

a reducao da producao de ROS por estes neutrofilos, em resposta a
Staphylococcus aureus, o que € semelhante ao encontrado na morte deste
microorganismo “in vitro” e “in vivo”, quando em quadro de ocorréncia de
DGC. Estes autores concluem que a p40Phox seria um componente
essencial na morte de bactérias.

Li e colaboradores (2002b), relataram que a PU.1 € requerida para a
transcricao génica de p40rhox em células mieldides, e Tamura e
colaboradores (2007) utilizando-se de sistema “cell-free”, relataram que a
subunidade p40-rhox pode substituir a subunidade p47-Phox na ativacao do
sistema NADPH oxidase, interagindo com as subunidades p22-rhox e p67-

phox deste sistema, através de suas regioes especificas.

22p13 _@

22p12 —

22plla2
22rllal
22q911.1

22911.2

22q12

22913

Figura 06. Ideograma com localizacdo esquematica do gene NCF4 no braco longo do
cromossomo 22 humano, na regido 22q13.1.
Fonte: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&CHR
=22&maps=genes-r,pheno,morbid,genec&R1=on&query=NCF4&VERBOSE
=0ON&ZOOM=3). Acessado em: 28/10/2008. (Adaptado).

1.8 Fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB)

O fator de transcricao nuclear kappa B (NF-xB) foi descrito por Sen
e Baltimore em 1986 como uma proteina reguladora da expressao génica
de imunoglobulinas em linfocitos B. Atualmente, sabe-se que este fator
também esta envolvido na transcricao de diversos genes ligados a resposta

inflamatoria, genes envolvidos na apoptose e na transformacao neoplasica
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celular (Skalnik, 2002), possuindo implicacoes, por exemplo, na doenca
inflamatoria intestinal (IBD - “Inflammatory Bowel Disease”) (Atreya,
Atreya e Neurath, 2008).

O NF-kB é um heterodimero formado por membros da familia de
genes Rel presentes em mamiferos, a qual inclui as subunidades
pl105/pS0, pl00/p52, p65 (Relh), RelB, e c-Rel (Hoffmann, Natoli e
Ghosh, 2006; Ghosh, May e Kopp, 1998). O NF-kB é composto por duas
subunidades, e seu protoétipo classico € constituido por uma proteina de
50 kDa, chamada de p5S0 ou NF-kB1 e uma outra de 65 kDa chamada de
p6S ou RelA (Baeuerle e Henkel, 1994). Em outros tipos celulares nao
leucocitarios ou células de outros organismos, como as de insetos, estes
dimeros podem ocorrer de outras formas promovendo diversas
combinacdoes heterodiméricas (p50/pS2, pS0/pl0S, pl00/p529) e,
provavelmente, combinacdées homodiméricas em células de mamiferos
(pSO/pS0) (Fujita, et al., 1992; Moore, Rosen e Ruben, 1993).

Logo apos a identificacdo do NF-kB, em 1988, Baeuerle e Baltimore
identificaram uma proteina (de tamanho de 60 a 70 kDa) com atividade
inibitéria ao NF-kB, chamada de IkB, que se associa especificamente a
dimeros do NF-«B, formando trimeros (pS0/p65/IkB, por exemplo),
impedindo que o NF-kB se ligue ao DNA quando dentro do nucleo celular.
Além disso, a forma trimérica resultante da unidao de uma IkB ao NF-«xB,
obriga a retencao deste complexo trimérico no citoplasma celular (Rice,
Mackichan e Israel, 1992; Verma, et al., 1995; Baldwin, 1996). Foram
descritas varias proteinas inibitorias englobando a familia das IkBs (IkBa,
IxBp, IkBy, IkBe) e o proto-oncogene Bcl-3, entre outras (Haskill, et al.,
1991; Inoue, et al., 1992). As proteinas nucleares IkB (Bcl-3, IkB{ e
IkBNS), assim denominadas por se encontrarem no compartimento
nuclear das células, bem como em seu citoplasma, foram revisadas
quando a sua funcao “in vivo” no contexto das respostas imunes do
hospedeiro e doencas (Yamamoto, et al., 2008).

No mecanismo geral de ativacao do complexo classico e mais comum

do NF-«B (p50/RelA) por sinais extracelulares, ha a inducao da
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fosforilacao da IkB, que se encontra formando o trimero p50/RelA/IkB,
por IkBs quinases especificas (IKKa e IKKB, em conjunto com proteinas
regulatorias, IKKy/NEMO) em residuos criticos de serina, Ser32 e Ser36,
dentro do dominio de sinal de resposta N-terminal (Brown, et al., 1995;
Pennington, et al., 2001; Hacker e Karin, 2006). A fosforilacao da IkB leva
a sua rapida wubiquitinacdo e rapida degradacao proteolitica por
proteassomos, liberando, desta forma, o heterodimero do NF-«B, o qual
pode se mover para o interior do nucleo celular (Traenckner, Wilk e
Baeuerle, 1994; Krappmann, Wulczyn e Scheidereit, 1996; Didonato, et
al., 1997; Mercurio, et al., 1997; Verma e Setevenson, 1997). Além da
fosforilacdo da porcdo IkB para a liberacdo do heterodimero do NF-kB,
também ocorre a fosforilacdo deste ultimo como um mecanismo indireto
de ativacao. Alguns autores relatam que a fosforilacdo da serina 276 da
subunidade p65 aumenta dramaticamente a atividade transcricional
promovida pelo NF-kB (Zhong, et al., 1997; Tak e Firestein, 2001). No
nucleo, o NF-kB interage com elementos responsivos cis e trans
localizados nas regidoes promotoras de diversos genes, ligando-se a motivos
de reconhecimento decaméricos que seguem a sequéncia de base
consenso GGGRHTYYCC (R = purina, Y= pirimidina, e H = ndao G) (Ghosh,
May e Kopp, 1998), de forma a modular a transcricao de genes envolvidos
em uma miriade de funcoées, incluindo genes codificadores de citocinas
pro-inflamatoérias, quimiocinas, moléculas de adesao e enzimas induziveis,
regulando tanto as respostas imunes inatas quanto adaptativas (Smith, et
al., 1996; Merika, et al., 1998; Shimizu, et al., 1997; Siebenlist, Brown e
Claudio, 2005; Moynagh, 2005). Dentre os genes, cuja expressao €
controlada pelo NF-kB, os mais conhecidos sdo os genes codificadores do
fator de crescimento GM-CSF; das moléculas de adesao celular MAd-CAM-
1, ELAM-1, ICAM-1, VCAM,; das citocinas IL-1, 2, 6, 8, TNF-a, INF-a e f;
de fatores anti-apoptoticos, TRAF-1, TRAF-2, c-IAP1, c-IAP2, dentre outros
(Stein e Yang, 1995; Baldwin, 1996; Gerritsen, et al., 1997; Wang, et al.,
1998; McKay e Cidlowski, 1999).
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Dentre a variedade de estimulos extracelulares que podem ativar o
NF-«xB, podem ser destacados: citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e
a IL-1, fatores ativadores de linfécitos T e B, LPS bacteriano, proteinas
virais, fatores de crescimento e fatores indutores de estresse (Brown, et
al., 1995; Carlsen, et al., 2002). Brown e colaboradores (1997) mostraram
que o IFN-y aumentou significativamente a atividade do NF-kB e alterou o
peso molecular aparente de proteinas semelhantes ao NF-«kBl em
macrofagos murinos estimulados por LPS ou IL-2. Através de ensaios de
mobilidade eletroforética (EMSA), estes autores observaram que NF-
kB1/pS50 foi um componente de todos os complexos analisados, enquanto
que RelA/p65S esteve presente nas células estimuladas por IFN-y/LPS.

A inibicao da ativacdo do NF-kB pode ser realizada por uma
variedade de ferramentas farmacologicas, tais como as drogas anti-
inflamatorias nao esteroidais, os hormonios esterdoides anti-inflamatoérios,
e toxinas (D'acquisto, May e Ghosh, 2002). Brennan, Donev e Hewamana
(2008) revisaram a literatura dos diferentes inibidores do NF-kB no
contexto do tratamento de cancer, dividindo-os em quatro categorias
diferentes: anti-oxidantes que ja foram descritos como inibidores da
ativacao do NF-«B, inibidores de proteassomo e proteases, inibidores da
fosforilacao e/ou degradacao da IkBa e inibidores mistos do NF-kB.

Ghosh e Hayden (2008) revisaram a literatura sobre os reguladores
da atividade do NF-kB e destacaram a importancia do desenvolvimento de
tratamentos especificos de inibicao deste fator, em detrimento de sua
inibicao generalizada, uma vez que diversos artigos recentes sugerem o
desenvolvimento de consequUéncias negativas severas devido a inibicao
geral do NF-kB, como o prejuizo a resolucao da inflamacao.

Ouaaz, Li e Beg (1999), estudando fibroblastos de camundongos
deficientes em p635, relataram que esta subunidade do NF-«B e os sinais
induzidos por ela e pelo IFN-y sdo necessarios para a ativacdo maxima de
genes envolvidos na respostas imunes adquiridas, tais como MHC de

classe I, CD40, e o receptor Fas.
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Anrather, Racchumi e Iadecola identificaram dois supostos sitios de
ligacao do NF-kB na regido promotora do gene codificador da gp91-phox em
modelo experimental murino e demonstraram a supressao da expressao
deste gene pela IkBa em células de linhagens monociticas e microgliais
murinas (Anrather, Racchumi e ladecola, 2006). Gauss e colaboradores
(2007) propuseram que a ativacdo TNF-a dependente do NF-«B aumenta a
regulacao da atividade da NADPH oxidase fagocitica humana, levando ao
aumento da producado de anion superoxido; aumentando a expressao dos
genes CYBB, NCF1 e NCF2; e a posterior ativacao do NF-xB, o que,
potencialmente, contribui para a producao sustentada de oxidantes na

inflamacao cronica.

1.9 Displasia ectodérmica anidrética com imunodeficiéncia (EDA-ID)

A EDA-ID foi caracterizada em um pequeno numero de pacientes do
sexo masculino que sofrem com infeccoes severas por bactérias piogénicas
(Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus) e deficiéncias
especificas de anticorpos polissacaridicos (Abinun, 1995; Abinun, et al.,
1996). Varias mutacoes hipomorficas no NEMO (do Inglés “NF-xB
essential modulator”) foram encontradas como causa de condicoes
distintas nos acometidos pela EDA-ID (Para atualizacao sobre mutacoes
que acometem o NEMO, consultar Fusco e colaboradores (2008)).
Pacientes com EDA-ID sofrem de infeccoes bacterianas recorrentes e
severas que afetam o trato respiratorio inferior, a pele, tecidos moles,
ossos e o trato gastrointestinal, bem como de meningites e septicemias na
infancia. Os agentes causadores das doencas sao bactérias Gram-
positivas, frequentemente (S. pneumoniae e S. aureus), seguidas por
bactérias Gram-negativas (Pseudomonas spp. € Haemophilus influenzae) e
micobactérias. Pacientes com displasia ectodérmica anidrética podem
apresentar como caracteristicas clinicas: hipo ou anodontia com incisivos

conicos, pele seca com hipo ou anidrose e hipo ou atricose.
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A maioria dos pacientes possui hipogamaglobulinemia com baixos
niveis de IgG sérica, os niveis das outras classes de imunoglobulina (IgA,
IgM e IgE) variam. Alguns pacientes com EDA-ID possuem elevados niveis
de IgM (um fenotipo de hiper-IgM) (Déffinger, et al., 2001; Jain, et al.,
2001; Zonana, et al., 2000). Ceélulas B de alguns pacientes tém sua
habilidade de troca de classe de imunoglobulinas reduzida em resposta ao
CD40 ligante, em outros casos, o troca de classe € normal, mas ha um
decréscimo na proliferacao e ativacdao das células B, o que resulta num
fenotipo de hiper-IgM. A diminuicdao da atividade de células NK foi
identificada em alguns (Orange, et al., 2002), mas nao em todos
(Doffinger, et al., 2001; Dupuis-Girod, et al., 2002) os pacientes com EDA-
ID. As anormalidades imunologicas que os pacientes EDA-ID apresentam
podem estar relacionadas ao tipo de mutacdao do NEMO envolvida em cada
caso de EDA-ID.

As caracteristicas imunoloégicas e infecciosas dos pacientes resultam
de uma resposta celular diminuida dos linfécitos do sangue periférico ao
LPS, IL-18, IL-18, TNF-a e ao CD40OL (Doffinger, et al., 2001). Vias
dependentes do NF-«B também podem estar afetadas nestes pacientes,
como a via de ativacdo dos receptores do tipo “Toll” (TLR) dependentes da
ativacao do NF-kB por meio do NEMO (O’neill e Dinarello, 2000).

EDA-ID € uma imunodeficiéncia severa com significante morbidade
e mortalidade. Infeccoes recorrentes causam sérias complicacoes, tais

como bronquiectasias, doenca pulmonar cronica e diarréia intratavel.

1.10 Defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y

Anteriormente denominado por Susceptibilidade Mendeliana a
Doencas Micobacterianas (referida em Inglés pela sigla MSMD, MIM
209950 (Hamosh, et al., 2005)), o conjunto de doencas originadas a partir
da ocorréncia de defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y passou a ser referido de

acordo com o componente do eixo afetado, conforme mostrado na Tabela
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1, adaptado de Geha, et al. (2007). Esta tabela também mostra as células
e funcoes afetadas.

O eixo IL-12/23-IFN-y € central para a resposta imune a patogenos
intracelulares, tais como micobactérias. Os defeitos do eixo dao origem a
uma rara sindrome congénita que foi provavelmente descrita pela primeira
vez em 1951 em uma crianca com doenca disseminada causada pela
vacina de bacilo de Calmette-Guérin (BCG) (Mimouni, 1951). E definida
por doenca clinica severa causada por espécies de micobactérias
fracamente virulentas, tais como vacinas de BCG e micobactérias nao
tuberculinicas (Levin, et al., 1995; Casanova, et al., 1995; Casanova, et
al., 1996; Dorman e Holland, 2000; Casanova e Abel, 2002). Nesta
sindrome, também ha doencas causadas por espécies tifoidais e nao-
tifoidais de Salmonella (Dorman e Holland, 2000; Casanova Abel, 2002;
MacLennan, et al., 2004).

Os pacientes apresentam resposta defeituosa da funcao de
monocitos estimulados com endotoxina e IFN-y (Levin, et al., 1995), além

de prejuizo sobre a apresentacao de antigenos (D’Souza, et al., 1996).
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Tabela 01. Nomenclatura atual das doencgas causadas por defeitos do eixo IL-12/23-IFN-

Y.
Defeitos
Células Funcao Caracteristicas
Doenca Heranca genéticos/Patogé-
afetadas afetada associadas
nese presumida
Deficiéncia
da cadeia Cadeia B1 do
B1 do L+ NK Secrecao  Susceptibilidade AR receptor de IL-
+ a Mycobacteria
receptor de IFN-y e Salmonella 12Rp1: IL-12 e IL-
deIL-12 e 23
IL-23
Subunidade IL-
Deficiéncia _ Susceptibilidade
Secrecao 12p40 de producéao
de IL- M a Mycobacteria AR
de IFN-y de IL-12/IL-23: IL-
12p40 e Salmonella
12/1L-23
Deficiéncia ) ) )
4 Ligacao e  Susceptibilidade Cadeia de ligacao
o
M+ L sinalizacdo  a Mycobacteria AR, AD sinalizacao IFN-
receptor 1
de IFN-y e Salmonella yR1: IFN-yR
do IFN-y
Deficiéncia o Susceptibilidade Cadeia de
Sinalizacao o
do M+L de IFN a Mycobacteria AR sinalizacao IFN-
e -
receptor 2 ! e Salmonella yR2: IFN-yR
do IFN-y
... _ Susceptibilidade
Deficiéncia Sinalizacao .
a Mycobacteria,
de STAT1 M+L de IFNy AR STAT1
Salmonella e
(2 formas) o/B/y i
viroses
o Susceptibilidade
Sinalizacao
a Mycobacteria AD STAT1
de IFN-y

e Salmonella

AD - heranca autossémca dominante; AR - heranca autossomica recessiva; M -
mondcitos-macroéfagos; L — linfécitos; NK — “natural killer cells”.
Fonte: Adaptado de Filipe-Santos, et al., 2006b.

Filipe-Santos e colaboradores (2006b) também relataram uma forma

ligada ao X de doenca causada por defeito no eixo IL-12/23-IFN-y, devido

a mutacoes especificas no gene NEMO.
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A IL-23 €& formada pelas subunidades pl19/p40, e a IL-12 €
composta pelas subunidades p35/p40. Estas duas citocinas ligam-se ao
receptor de IL-12B1 (IL-12Rp1), localizado na superficie de células T e
“natural killer” (NK), por meio de suas subunidades p40 (Ozenci, et al.,
2001). As subunidades p35 (IL-12) e p19 (IL-23) ligam-se aos receptores
IL-12RB2 e IL-23R, respectivamente (Parham, 2002). O receptor IL-12Rp2
€ o componente intracelular de sinalizacao para o complexo do receptor
IL-12R (IL-12RB1/IL-12RB2) (Presky, et al., 1996). A ligacao de IL-12 ao
complexo heterodimérico do receptor de IL-12 induz a fosforilacdo da
tirosina quinase 2 (Tyk2) e da Janu quinase 2 (JAK2) e a subsequente
ativacao de STAT4, o qual dimeriza-se e transloca-se para o nucleo
procedendo a ativacao de genes induziveis pela IL-12.

O receptor do IFN-y constitui-se de duas subunidades: o IFN-yR1
(IFNGR1), o qual se constitui na cadeia de ligacao para o IFN-y, e o IFN-
YR2, a cadeia de transducao de sinal (Bach, et al., 1997). A interacao de
homodimeros de IFN-y com a cadeia de ligacdo promove a dimerizacao
desta cadeia, a qual fica entao associada a duas cadeias de transducao de
sinal, o que leva a ativacao das quinases JAK1 e JAK2, as quais fosforilam
residuos chaves de tirosina nas cadeias de ligacdo. Isso leva ao
recrutamento e ativacao de STAT1, o qual transloca-se para o nucleo
celular como um homodimero fosforilado (GAF), promovendo a ativacao de
genes responsivos ao IFN-y.

Rosenzweig e Holland (2005) revisaram a literatura sobre defeitos no
eixo IL-12/23-IFN-y no controle de infeccoes micobacterianas. Mutacoes
nos receptores IFNGR1 e IFNGR2 estao associadas a infeccoes
micobacterianas, sendo as mutacoes no IFNGR1 (60 pacientes) mais
prevalentes do que as mutacoes no IFNGR2 (4 pacientes). Os patogenos
mais freqientes em pacientes com mutacoes no IFNGR1 sao as
micobactérias ambientais e o bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Ja foram
isoladas varias espécies de micobactérias em pacientes com esta
sindrome, tais como: Mycobacterium kansasii, Mycobacterium avium,

Mycobacterium  szulgai, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium
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abscessus, Mycobacterium chelonei, Mycobacterium  fortuitum,
Mycobacterium peregrinum. Mycobacterium smegmatis (Pierre-Audigier, et
al., 1997) e Mycobacterium peregrinum (Koscielniak, et al., 2003).

Defeitos nos genes ILI2B, ILI2RB1 e NEMO sao associados a
producao prejudicada de IL-12/IL-23 dependente de IFN-y, enquanto que
defeitos nos genes IFNGRI1, IFNGR2 e STATI1 sao associados a respostas
celulares prejudicadas frente ao estimulo do IFN-y (Filipe-Santos, et al.,
2006b). Mutacoes causais ja foram identificadas em mais de 220
pacientes (Filipe-Santos, et al., 2006b). A deficiéncia de IL-12RB1 € a
etiologia mais comum (aproximadamente 40% dos casos), seguida pela
deficiéncia de do IFN-yR1 (aproximadamente 39% dos casos), deficiéncia
de IL-12p40 (aproximadamente 9% dos casos), deficiéncia de Stat-1 (5%
dos casos), deficiéncia de IFN-yR2 (4% dos casos) e deficiéncia de NEMO
em apenas 3% dos casos (Figura 7 e Tabela 2). A Figura 8 mostra um
resumo esquematico dos componentes do eixo IL-12/23-IFN-y que
apresentam defeitos nesta sindrome.

A importancia das IL-12 e IL-23 sobre doencas autoimunes tem sido
levantada por diversos trabalhos (Ozenci, et al., 2001; Yen, et al., 2006;
Kikly, et al., 2006). Butchar e colaboradores (2008), estudando monocitos
primados com IFN-y durante infeccdo por Francisella sp., mostraram
evidéncias da existéncia de uma amplificacdo entre IL-23 e IFN-y em
células NK e linfécitos T, que levaria a producao de IL-12.

Guia e colaboradores (2008) apresentaram dados sobre o papel das
IL-12 e IL-23 na maturacao de células NK e linfécitos T humanos “in vivo”,
o0 que pode explicar a susceptibilidade que pacientes com defeitos no eixo
IL-12/23 possuem frente a infec¢coes por micobactérias e salmonelas.

De Boer e colaboradores (2008) mostraram que a vacinacdo por
vacina de virus influenza sazonal em pacientes com deficiéncia completa
do receptor IL-12RB1 ou com deficiéncia parcial do receptor IFNGRI1
induziu a producao de IFN-y por células T, de forma independente de IL-
12/23. Segundo estes autores, as quantidades de IFN-y produzidas pela

vacinacao podem resultar em protecao humoral suficiente para pacientes
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com deficiéncia do receptor IL-12RB1 e do receptor IFNGR1. Held e
colaboradores (2008) observaram que o desenvolvimento de respostas
imunes protetoras por células T devido a infeccao do sistema nervoso
central de murinos por coronavirus € independente da sinalizacao feita

pelo eixo IL-12/23.

IL-12p40

IL-12RpBA
40%

Figura 07. Desordens herdadas conhecidas de defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y. Defeitos
genéticos de 220 pacientes com defeito no eixo IL-12/23-IFN-y, 150
publicados e 70 nao publicados. A porcentagem de defeitos nos genes
autossomicos (IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IL12B, IL12RB1) e ligado ao X
(NEMO) esta indicada.

Fonte: Adaptado de Filipe-Santos, et al., 2006b.
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Tabela 02. Etiologia genética dos defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y.

Gene Heranca  Defeito Proteina Referéncias
IFN-yR1 AR C E+ Jouanguy, et al., 2000
AR C E- Newport, et al., 1996; Jouanguy, et
al., 1996
AD P E+ Jouanguy, et al., 1999
AR P E+ Jouanguy, et al., 1997
IFN-yR2 AR C E+ Vogt, et al., 2005
AR C E- Dorman e Holland, 1998
AR P E+ Doffinger, et al., 2000
Stat-1 AD P E+P- Dupuis, et al., 2001
AD P E+B- Chapgier, et al., 2006
IL-12B AR C E- Picard, et al., 2002; Altare, et al.,
1998a
IL-12Rf1 AR C E+ Fieschi, et al., 2004
AR C E- Altare, et al., 1998b; de Jong, et al.,
1998; Fieschi, et al., 2003
NEMO XR P E+ Filipe-Santos, et al., 2006a

AD - heranca autossomica dominante; AR - heranca autossomica recessiva; XR — heranca
recessiva ligada ao X; C - defeito completo; P - defeito parcial; proteina mutante expressa
(E+), nao expressa (E-), nao fosforilada (P-), ou com falha na ligacao ao DNA (B-) sob
estimulo de IFN-y.
Fonte: Adaptado de Filipe-Santos, et al., 2006b.
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Micobactéria
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Monacitos/células dendriticas Linfécito T/células NK

Figura 08. Representacido esquematica da producao de citocinas e cooperacdo entre
monocitos/células dendriticas e céluals NK/T. A interacao IL-12/23-IFN-y e
a ativacdo da via CD40/CD40L correspondente a cooperacédo entre células T
e monocitos/células dendriticas monocyte/dendritic cells é crucial para a a
imunidade protetora a infeccdes por micobactérias em humanos. A
producao de IL-12 esta sob controle tanto da sinalizacdo por IFN-y quanto
pela sinalizacdo CD40-NEMO. Moléculas mutantes em pacentes com
defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y estao identificadas em cinza. A IL-23 e seu
receptor ndo estdo representados, mas podem estar envolvidos na
imunidade protetora contra micobactéria e/ou salmonella.

Fonte: Adaptado de Filipe-Santos, et al., 2006b.

Neste trabalho, investigamos a hipotese de que o NF-kB poderia ser
um elemento chave sobre a expressao dos componentes p22-phox p47-phox
p67-phox e p40-rhox do sistema NADPH oxidase, e tentamos correlacionar
este possivel papel do NF-kB com a doenca granulomatosa cronica (DGC)

e a displasia ectodérmica anidrotica com imunodeficiéncia (EDA-ID).

A existéncia de evidéncias na literatura cientifica sobre a influéncia
do INF-y na ativacao do sistema NADPH oxidase (Wolfort, Stokes e
Granger, 2008), inclusive o seu uso como tratamento em DGC causada
por defeitos de “splicing” no gene CYBB (Condino-Neto e Newburger, 2000;
Ishibashi, et al., 2001; Errante, Frazao e Condino-Neto, 2008) e da
influéncia de defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y sobre a expressao do gene

CYBB (Prando, 2008), motivou-nos a investigar a hipotese de que defeitos
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no eixo IL-12/23-IFN-y, especificamente, defeitos nos receptores IFNGR1 e
IFNGR2, poderiam influenciar o sistema NADPH oxidase a partir da

expressao dos seus componentes p22-phox p47-phox e p67-phox,
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel do NF-kB e de defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y
sobre a expressao dos genes CYBA, NCF1, NCF2 e NCF4, respectivamente
codificadores dos componentes p22-phox p47-phox  pE7-phox e p4(Q-phox do

sistema NADPH oxidase.

2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar a expressao dos genes CYBA, NCFI1, NCF2 e NCF4 em
células U937 e em células B imortalizadas pelo virus Epstein-Barr (células
B EBV imortalizadas ou transformadas) de pacientes com DGC, EDA-ID
ou com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y;

2) Caso haja influéncia do NF-kB sobre a expressao dos genes
CYBA, NCF1, NCF2 e/ou NCF4, investigar a existéncia de possiveis sitios
de ligacao para as subunidades pS0 e/ou p65 do NF-kB em regiao

“upstream” e intergénica aos respectivos genes.



46

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Células e condicoes de cultura

A linhagem de células humanas U937 derivadas de um linfoma
histiocistico difuso foi obtida da American Type Culture Collection (ATCC;
Rockville, MD, USA). Células U937 transfectadas com um vetor vazio
pCMV3 ou com um vetor pCMV3 contendo um constructo FLAG-tagged de
uma IkBa com mutacoes das serinas 32 e 36 a alanina foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Carlos V. Paya (Asin, et al., 1999). A mutacado IkB
S32A/S36A impede a fosforilacao da IkB, levando ao sequestro do NF-kB
no citoplasma.

As células U937 foram cultivadas (0,5-1x106 células/mL) em meio
RPMI 1640 completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado por aquecimento, 2mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina,
e 100 ng/mL de estreptomicina a 37 °C em atmosfera imida (5% de COy).
Com o objetivo de induzir diferenciacao celular, células U937 tipos
selvagem ou mutante foram cultivadas com IFN-y (100 U/mL) e TNF-a
(1000 U/mL) por 48 horas.

Células B imortalizadas pelo virus Epstein Barr (células B EBV
transformadas) preparadas a partir de células mononucleares de sangue
periférico expressam o flavocitocromo bssgs encontrado em fagocitos e
possuem atividade da NADPH oxidase (Condino-Neto e Newburger, 1998;
Volkman, et al., 1984). As linhagens celulares obtidas de pacientes
reproduzem acuradamente os defeitos bioquimicos e moleculares
presentes na doenca granulomatosa cronica (DGC) (Condino-Neto e
Newburger, 1998; Dusi, et al., 1998). Células B imortalizadas por EBV
foram preparadas de acordo com procedimentos previamente publicados
(Condino-Neto e Newburger, 1998), a partir de doadores saudaveis,
pacientes com DGC ligada ao X ou autossomica recessiva, de dois
pacientes com displasia ectodérmica anidrotica com imunodeficiéncia

(EDA-ID) e de pacientes previamente identificados como possuidores de
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defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y, conforme mostrado na Tabela 3. As
linhagens celulares B EBV transformadas provenientes de pacientes com
DGC e EDA-ID foram gentilmente cedidas pelo professor Jean-Laurent
Casanova (Laboratoire de Génétique Humaine des Maladies Infectieuses,
Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, U550, Paris,
France). O paciente com DGC ligada ao X tem uma mutacdo no gene
CYBB caracterizada previamente como uma substituicao A>G na posicao -
2 no sitio de splice do intron 9, levando a delecao do exon 10, perda da
expressdao da gp91Prhex e a um decréscimo no burst respiratorio. Os
pacientes com DGC autossomica recessiva em nosso estudo apresentaram
as seguintes mutacoes génicas: CYBA, delecao dos éxons 2-5; NCFI,
delecao gt no inicio do exon 2, comum a maioria destes casos (Chanock, et
al., 1991); e NCF2, mutacao no sitio de splice no exon 4.

Linhagens de células B EBV transformadas foram obtidas de
pacientes previamente descritos com EDA-ID e infeccdes recorrentes
graves. Um paciente tem EDA-ID ligada ao X causada por uma mutacao
hipomorfica hemizigotica no gene codificador do NEMO/IKKy (X420W), a
subunidade regulatoria do complexo IkB quinase (IKK) (Déffinger, et al.,
2001), levando ao decréscimo da ativacao do NF-kB nas células deste
paciente (Dupuis-Girod, et al., 2002; Dupuis-Girod, et al., 2006). O
segundo paciente tem uma forma autossdomica dominante de EDA-ID
associada com uma mutacao hipermorfica heterozigotica (S32I) na serina
32 da IkBa (Courtois, et al., 2003). Esta mutacao de ganho de funcao
aumenta a capacidade inibitéria da IkBa pela prevencdao de sua
fosforilacdo e degradacao, resultando na diminuicao da ativacao do NF-«B
(Courtois, et al., 2003).

Todos os reagentes utilizados foram “endotoxin-free” (menor do que

10 pg/mL pelo ensaio Limulus amebocyte lysate).
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Tabela 03. Pacientes com defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y avaliados neste estudo.

Paciente Gene, tipo de defeito, heranca Mutacao

IFNGR2-c (a) IFNGR2; defeito completo; AR T168N/T168N
IFNGR2-c (b) IFNGR2; defeito completo; AR 278delAG/278delAG
IFNGR2-pd IFNGR2; defeito parcial; AR R114C/R114C
IFNGR1-c IFNGRI1; defeito completo; AR 453delT/453delT
IFNGR1-pr IFNGRI1; defeito parcial; AR I87T/I87T
IFNGR1-pd IFNGRI1; defeito parcial; AD 818del4/WT

AR - heranca autossomica recessiva; AD — heranca autossémica dominante.

Para testes de ativacdo das linhagens de células B EBV
transformadas dos pacientes com defeito no eixo IL-12/23-IFN-y, linfocitos
B-EBV de 6 controles normais e 8 pacientes com defeitos do eixo IL-
12/23-IFN-y (Tabela 3) foram ativados com IFN-y na proporcao de 103Ul
em 500 uL de RPMI para cada 2,5x10° células durante 15 minutos, a 37
°C.

3.2 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (real-time PCR)

RNA total foi isolado de células U937 ou células B EBV
transformadas (107 células) por Trizol (TRIzol® Reagent
(INVITROGEN15596-026) ou Trizol GIBCO-BRL, Gaithersburgh, Md.,
USA), de acordo com as instrucoes do fabricante. Transcri¢oes reversas de
3 nug do RNA total foram feitas utilizando-se SuperScript II RT e hexameros
randomicos. Os cDNAs foram amplificados por real-time PCR usando
SYBR Green Real Time System (Applied Biosystems). Cada 25 uL de mix
de PCR continham 12 ng/uL de cDNA, 8 pL 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 os seguintes primers especificos:
p47rhox (GenBank NM_000256) forward primer (5-CCT CTT TCC AGT
GCA TTT AAG G-37), reverse primer 5-GAT GTG ACG GAT GAA GGT GTC-
37; p67-rhox (GenBank NM_000433) forward primer 5-CGG ACA AGA AGG
ACT GGA AG -37, reverse primer 5-GGA AGT AAG CCA CTG CCA AG-3,
p22-phox (GenBank NM_000101) forward primer 5-ATG TGG GCC AAC
GAA CAG-37, reverse primer 5-GTA CTC CAG CAG GCA CAC AA-3°, p40-
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phox (GenBank NM_000631) forward primer S'-GGC CGA GAG TGA CTT
TGA AC-3', reverse primer 5'-TCA CCT CGA TGA CGA AAA CA-3', 8 actin
(GenBank NM_001101) forward primer 5- TCA CCG AGC GCG GCT-3’,
reverse primer 5-TAA TGT CAC GCA CGA TTT CCC-3". As condicoes de
ciclo de temperatura para o aparelho ABI 7500 thermal cycler foram: para
p22-phox p47-phox  pG7-phox e p4(Q-phox; 50 °C por 2 min., 95 °C por 10 min. e
entao 40 ciclos de 95 °C por 15 seg. e 60 °C por 1 min. Depois de 40
ciclos, uma curva de dissociacao (melting curve) foi gerada no intervalo de
60 °C a 95 °C. A amplificacdo paralela de B actina (Gene Bank NM
001101) foi usada para normalizar a quantidade de amostra. As reacoes
foram feitas em triplicata e os resultados representam a média + S.D.
Curvas padroes para cada produto de amplificacdo foram geradas a partir
de diluicoes de 10 vezes de pools de cDNAs para a determinacao da

eficiéncia dos primers.

3.3 Fagocitose de particulas de zimosan

Células U937 (2 x 106 células/mL) foram tratadas ou nao com IFN-y
(100 U/mL) por 48 horas antes da incubacao com particulas de zimosan
(2 x 107 particulas/mL) a 37 °C por 2 horas. As particulas de zimosan
foram opsonizadas ou nao com 10% de soro humano fresco por 30 min. a
37 °C antes dos ensaios de fagocitose. O numero de células que
fagocitaram particulas de zimosan foi determinado pela contagem de
células contendo duas ou mais particulas de zimosan em pelo menos
cinco campos da lamina contendo as células (minimo de 200 células) ao
microscopio 6ptico comum. Os resultados representam a porcentagem do
numero total de células que fagocitaram particulas de zimosan sob os

parametros descritos acima.
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3.4 Andlise computacional sobre possiveis sitios de ligacao do NF-kB aos
genes codificadores das proteinas do sistema NADPH oxidase (p22Phox, p47-
phox, p6 7-phox o p40phox)

Buscando identificar possiveis sitios de ligacdo do NF-«kB aos genes
CYBA (regiao genomica: chrl16:87237199-87244958, leia-se cromossomo
16 da regiao genomica 87237199 até 87244958), NCF1 (regiao gendomica:
chr7:73826245-73841594), NCF2 (regiao genomica: chrl:181791321-
181826339) e NCF4 (regiao gendmica: chr22:35586991-35604004), antes
de testes de bancada, utilizamos a ferramenta “ECR Browser” (ECR do
Inglés: “Evolutionary Conserved Elements”), localizada no site:
http://ecrbrowser.dcode.org/. Esta ferramenta permite-nos fazer
comparacoes entre o genoma humano e diversos outros genomas de
espécies evolutivamente mais ou menos distantes a espécie humana.
Através destas comparacoes podemos identificar sitios genomicos
conservados durante a evolucdo, sobre os quais podemos inferir a
existéncia de funcionalidade biolégica (Ovcharenko, et al., 2004,
Ovcharenko, Stubbs e Loots, 2004; Ovcharenko, et al., 2005). Além disso,
dentro da ferramenta “ECR Browser” ha ferramentas de procura de sitios
de ligacao de fatores de transcricao, tais como a ferramenta “Mulan” (do
Inglés: “MUltiple sequence Local AligNment and conservation visualization
tool”) (Ovcharenko, et al., 2005), “rVISTA 2.0” (Gabriela, Loots e
Ovcharenko, 2004) e a “TRANSFAC professional V10.2”. Assim, utilizando
sequiéncias gendmicas conservadas entre o genoma humano e o de outras
espécies como base para a procura de possiveis sitios de ligacao de fatores
de transcricdo, podemos eliminar grande parte da ocorréncia de falsos
positivos sobre os possiveis sitios de ligacao do NF-kB aos nossos genes de
interesse. Procuramos por sitios de ligacdo conservados para as
subunidades p50 e p65 do NF-«kB em regidoes exoOnicas, intronicas e
flanqueadoras (20000 Kb “upstream” e “downstream” em relacao ao gene
de interesse) de cada um dos genes em analise. Intervalos de regides

genomicas pesquisados CYBA: chrl16:87217199-87264958, NCF1I:
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chr7:73806245-73861594, NCF2: chrl:181771321-181846339 e NCF4:
chr22:35566991-35624004.

Procuramos por elementos conservados evolutivamente
compartilhados com pelo menos 6 espécies diferentes de vertebrados: Mus
musculus (camundongo, espécie representada pela notacao “mm9” dentro
do sistema do “ECR Browser”), Macaca mulatta (macaco rhesus, espécie
representada pela notacdo “rheMac2” dentro do sistema do “ECR
Browser”), Pan troglodytes (chimpanzé, espécie representada pela notacao
“panTro2” dentro do sistema do “ECR Browser”) e Canis familiaris
(cachorro, espécie representada pela notacdao “canFam?2” dentro do
sistema do “ECR Browser” ) (usada apenas na analise feita para o gene
NCF4) evolutivamente mais proximas ao genoma humano e as espécies de
peixe Danio rerio (peixe-zebra, espécie representada pela notacao
“danRer5” dentro do sistema do “ECR Browser”) e Fugu rubripes (uma
espécie de baiacu, espécie representada pela notacao “fr2” dentro do
sistema do “ECR Browser”), evolutivamente mais distantes. Para tornar a
nossa busca mais apurada, utilizamos os seguintes parametros: no
programa “ECR Browser”, existéncia de pelo menos 85% de similaridade
entre as sequéncias génicas consideradas conservadas; no programa
“TRANSFAC professional V10.2”, o indice de similaridade de matriz de
pelo menos 0.85 para as regides de sitios de ligacdo com as subunidades
do NF-kB analisadas. A inclusdao de espécies evolutivamente mais
distantes, no nosso caso de estudo, os peixes, € positiva, pois a grande
distancia evolutiva entre os peixes e o homem fornece um filtro adicional
com o qual elementos funcionais nao codificantes, tais como locais de
ligacao de fatores de transcricao, podem ser detectados com grande
eficiéncia (Ovcharenko, Stubbs e Loots, 2004; Venkatesh, Gilligan e
Brenner, 2000; Aparicio, et al., 2002; Nobrega, et al., 2003; Santagati, et
al., 2003; Spitz, Gonzalez e Duboule, 2003).

Para detalhes sobre a utilizacao da ferramenta “ECR Browser” e

“Mulan”



52

(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/ecrinstructions/ecrinstructions.html;

http://mulan.dcode.org/mulaninstructions.php; respectivamente).

3.5 Andlise estatistica

Os resultados foram mostrados em Box-plots: percentis 25 e 75,
minimo e maximo, e mediana; ou em barras + S.E.M. As comparacoes
entre os grupos foram estabelecidas pelos testes Mann Whitney mono-
caudal ou ANOVA mono-caudal, seguido pelo teste t de Tukey; valores de

p<0,05 foram considerados significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da expressdo dos genes CYBA, NCF1, NCF2 e NCF4 pelo
método de real-time PCR em células U937

Como mostrado nas partes B e C da Figura 9, respectivamente, ha
inibicao da expressao génica de NCFI1 e NCF2 no subclone de células
U937 transfectadas com o inibidor IkB S32A/S36A, comparada a células
U937 selvagens ou a células transfectadas com vetor vazio. As Figuras 9A
e 9D mostram que a expressao dos genes CYBA e NCF4, respectivamente,
nao foi afetada pela transfeccao de células U937 com vetor vazio ou com

IkB S32A/S36A (*p<0,05; n = 5; Mann Whitney mono-caudal).
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Figura 09. Expressao dos genes CYBA (A), NCF1 (B), NCF2 (C) e NCF4 (D) em células

U937 induzidas (2, 4 e 6) ou nao (1, 3 e 5) a diferenciacao por IFN-y e TNF-a.
U937 =1e 2, U937 pCMV3 = 3 e 4, U937 IkB S32A/S36A = 5 e 6 (*p<0,05;
n = 5; Mann Whitney mono-caudal).
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4.2 Avaliacao da expressao dos genes CYBA, NCF1 e NCF2 pelo método de
real-time PCR em células B EBV transformadas de pacientes com EDA-ID
(ocorréncia natural de mutacoes em NEMO ou IKBA) e de pacientes com

DGC ligada ao X ou autossémica recessiva

Para testar a hipotese de que efeitos supressores similares ao
sistema NADPH oxidase observados nas células U937 poderiam ser
encontrados em situacoes de ocorréncia natural de mutacées em NEMO
ou IKBA, nos examinamos os niveis de transcricao dos genes CYBA, NCF1
e NCF2 em células B EBV transformadas de pacientes com EDA-ID, em
comparacao a linhagens celulares de doadores saudaveis e de pacientes
com DGC ligada ao X ou autossomica recessiva.

A Figura 10 mostra a expressao dos genes CYBA, NCF1 e NCF2 em
linhagens de células B EBV transformadas de pacientes com EDA-ID
comparada a de controles saudaveis e de pacientes com DGC ligada ao X
ou com DGC autossomica recessiva devido a defeitos nos componentes
p22-phox p47-phox oy p67-Phox, A Figura 10A mostra que a expressao de
CYBA foi afetada apenas na linhagem celular de paciente com DGC devido
a defeitos no componente p22-rhox (*p<0,05; n = 5; Mann Whitney mono-
caudal) e que houve um aumento na expressao deste gene na linhagem
celular de paciente com DGC ligada ao X. A Figura 10B mostra que a
expressao do gene NCF1 nas linhagens celulares de EDA-ID devido a
mutacao IkB S32I foi significativamente menor do que na linhagem celular
de doadores saudaveis ou nas linhagens celulares de pacientes com DGC
(*p<0,05; n = 5; Mann Whitney mono-caudal) e que esta foi equivalente a
encontrada em linhagem celular de paciente com DGC devido a defeitos
no componente p47-Phox; além disso, a expressdao do NCFI nas linhagens
celulares EDA-ID devido a mutacdo NEMO/IKKy X420W também foi
significantemente inferior a encontrada na linhagem celular de doadores
saudaveis. A Figura 10C mostra que a expressao de NCF2 foi afetada
somente de forma parcial na linhagem celular EDA-ID devido a mutacao

IxkB S32I (*p<0,05; n = 5; Mann Whitney mono-caudal), mas que foi quase
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abolida na linhagem celular DGC deficiente em p67-phox (*p<0,05; n = 5;
Mann Whitney mono-caudal). A Figura 10C também mostra que a
expressao de NCF2 foi aumentada na linhagem celular EDA-ID devido a

mutacdo NEMO/IKKy X420W.
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Figura 10. Expressdao dos genes CYBA (A), NCF1 (B) e NCF2 (C) em células B EBV
transformadas de pacientes com EDA-ID (ocorréncia natural de mutacoes em
NEMO ou IKBA) e de pacientes com DGC ligada ao X ou autossdémica recessiva.
As linhagens de células B foram derivadas de: 1, doadores saudaveis; 2,
paciente com DGC ligada ao X; 3, paciente com DGC devido a mutacéo
autossomica no gene CYBA (A22-CGD); 4, paciente com DGC devido a mutacao
autossémica no gene NCF1 (A47-CGD); 5, paciente com DGC devido a mutacao
autossémica no gene NCF2 (A67-CGD); 6, paciente com EDA-ID devido a
mutacao IkB S32I; 7, paciente com EDA-ID devido a mutacdo NEMO/IKKy
X420W (*p<0,05; n = 5; Mann Whitney mono-caudal).
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4.3 Fagocitose de particulas de zimosan por células U937

Para testar se a inibicao da funcionalidade da via do NF-kB (ou o
processo de transfeccao) causou um decréscimo geral de outras funcoes
celulares, nos examinamos a habilidade de células U937 em ingerir
particulas de zimosan. Células U937 selvagens e células transfectadas
com o vetor vazio ou com o inibidor IkB S32A/S36A do NF-kB mostraram
atividades fagociticas similares (Figura 11). A opsonizacao do zimosan com
soro humano fresco causou um aumento significante na atividade
fagocitica das células U937 com manutencao da funcdao normal nas
células transfectadas com vetor cheio ou vazio (Figura 11). O tratamento
das células U937 com IFN-y (100 U/mL) por 48 horas resultou em
decréscimo aproximado de 20% da atividade fagocitica quando comparado
as células U937 que nao receberam este estimulo, isso foi comum as trés
linhagens de células U937 analisadas (U937, U937 pCMV3 e U937 IkB
S32A/S364A).
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Figura 11. Fagocitose de particulas de zimosan por células U937. A e B, células U937

pCMV3 e U937 IkB S32A/S36A mostram niveis similares de fagocitose de
particulas de zimosan (Z) opsonizadas (Op) ou ndo com soro humano fresco
comparadas a células do tipo selvagem (U937). Em B, vemos que o
tratamento das células U937 com IFN-y (100 U/mL) por 48 horas resultou
em decréscimo aproximado de 20% da atividade fagocitica quando
comparado as células U937 que nédo receberam este estimulo, isso foi
comum as trés linhagens de células U937 analisadas (U937, U937 pCMV3 e
U937 IxkB S32A/S36A). Em A-2 e B-2 sdo mostradas fotos amostrais da
atividade fagocitica das linhagens U937 analisadas, conforme os
experimentos empreendidos (aumento de 200 X ao microscopio oOptico
comum; **p<0,01; n = 3; Mann Whitney mono-caudal) (Continua).
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Figura 11. Fagocitose de particulas de zimosan por células U937. A e B, células U937

pCMV3 e U937 IkB S32A/S36A mostram niveis similares de fagocitose de
particulas de zimosan (Z) opsonizadas (Op) ou ndo com soro humano fresco
comparadas a células do tipo selvagem (U937). Em B, vemos que o
tratamento das células U937 com IFN-y (100 U/mL) por 48 horas resultou
em decréscimo aproximado de 20% da atividade fagocitica quando
comparado as células U937 que nao receberam este estimulo, isso foi
comum as trés linhagens de células U937 analisadas (U937, U937 pCMV3 e
U937 IkB S32A/S36A). Em A-2 e B-2 sdao mostradas fotos amostrais da
atividade fagocitica das linhagens U937 analisadas, conforme os
experimentos empreendidos (aumento de 200 X ao microscopio oOptico
comum; **p<0,01; n = 3; Mann Whitney mono-caudal) (Concluséo).
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4.4 Andlise computacional sobre possiveis sitios de ligacao do NF-xB,

subunidades p50 e p65, aos genes CYBA, NCF1l, NCF2 e NCF4

empregando a ferramenta “ECR Browser”

Através da analise computacional empregada para identificar

possiveis sitios de ligacao do NF-kB, subunidades p5S0 e p65, aos genes

CYBA, NCF1, NCF2 e NCF4 encontramos, para o gene:

a)

b)

)

CYBA: 2 possiveis sitios de ligacao conservados entre o genoma
humano e o genoma do camundongo, 49 entre o genoma
humano e o do macaco rhesus e 95 entre o genoma humano e o
do chimpanzé, nao foram encontrados possiveis sitios de ligacao
entre o genoma humano e o das espécies de peixes estudadas.
Encontramos 2 possiveis sitios de ligacao conservados entre os
genomas do camundongo, do macaco rhesus, do chimpanzé e o
do homem (Quadro 1 e Figura 12) e 38 possiveis sitios de ligacao
conservados entre os genomas do macaco rhesus, do chimpanzé
e o do homem, dos quais 2 sao especificos para a pS0 e
encontram-se “upstream” ao gene CYBA e em regiao intergénica
(Quadro 2 e Figura 13);

NCF1: 23 possiveis sitios de ligacao conservados entre o genoma
humano e o do macaco rhesus e 51 entre o genoma humano e o
do chimpanzé, nao foram encontrados possiveis sitios de ligacao
entre o genoma humano e o do camundongo, bem como com
respeito as espécies de peixes estudadas. Nao encontramos
possiveis sitios de ligacao conservados entre os genomas do
camundongo, do macaco rhesus, do chimpanzé e o do homem,
mas encontramos 23 possiveis sitios de ligacao conservados
entre os genomas do macaco rhesus, do chimpanzé e o do
homem, dos quais 2 sao especificos para a p50 e 6 para a p65 e
encontram-se “upstream” ao gene NCF1 e em regido intergénica
(Quadro 3 e Figura 14);

NCF2: 7 possiveis sitios de ligacao conservados entre o genoma
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humano e o genoma do camundongo, 17 entre o genoma
humano e o do macaco rhesus e 46 entre o genoma humano e o
do chimpanzé, nao foram encontrados possiveis sitios de ligacao
entre o genoma humano e o das espécies de peixes estudadas.
Encontramos 1 possivel sitio de ligacdo conservado entre os
genomas do camundongo, do macaco rhesus, do chimpanzé e o
do homem (Quadro 4 e Figura 15) e 17 possiveis sitios de ligacao
conservados entre os genomas do macaco rhesus, do chimpanzé
e o do homem, dos quais 1 € especifico para a p50 e 2 para a p65
e encontram-se “upstream” ao gene NCF2 e em regiao intergénica
(Quadro 5 e Figura 16);

NCF4: 7 possiveis sitios de ligacao conservados entre o genoma
humano e o genoma do camundongo, 11 entre o genoma
humano e o do cachorro e 46 entre o genoma humano e o do
macaco rhesos, nao foram encontrados sitios entre o genoma
humano e o da espécie de peixe Fugu (F. rubripes) analisada.
Encontramos 7 possiveis sitios de ligacdo conservados entre os
genomas do camundongo, do macaco rhesus, do cachorro e o do
humano, dos quais 1 é especifico para a p65 e encontra-se
“upstream” ao gene NCF4 e em regiao intergénica (Quadro 6 e

Figura 17).
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Quadro O01. Possiveis sitios de ligacdo do NF-kB (subunidades p50 e p65), e suas
posicées nos respectivos genomas, conservados entre as espécies M.
musculus (camundongo, mm9 chr8:124876452-125083964), M. mulatta
(macaco rhesus, rheMac2 chr20:86719209-87003658), P. troglodytes
(chimpanzé, panTro2 chrl6:88960119-89086524) e o homem (Homo
sapiens, hgl8 chrl6:87217199-87264958), com relacdo ao gene CYBA.
Analise computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http:/ /mulan.dcode.org/).

1 VSNFKAPPAB65_01 + 15224-15233 cGGAATTTCC + 69194-69203
tGGATTTTCC + 75055-75064 cGGAATTTCC + 75918-75927 cGGAATTTCC

2 VSNFKAPPAB_01 - 15225-15234 GGAATTTCCC - 69195-69204
GGATTTTCCC - 75056-75065 GGAATTTCCC - 75919-75928 GGAATTTCCC

Legenda: exemplo: 1(1) VENFKAPPAB_01(2) - 21932-219414 GGGAAGTCCT®) +B) 76449-
764584 AGGACTTCCC® - 30327-303364 GGGAAGTCCT®) -3 33030-330394
GGGAAGTCCT®. No exemplo, (1) = numero identificador da regido onde se encontra o
possivel sitio de ligacao das subunidades do NF-kB estudas; (2) = identificacao da
subunidade ligante do NF-xB que se ligaria ao sitio identificado, “VSNFKAPPAB50” para
um possivel sitio de ligacdo da subunidade p50 do NF-xB, “VSNFKAPPAB65” para um
possivel sitio de ligacdo da subunidade p65 do NF-kB e “V$NFKAPPAB” para um possivel
sitio de ligacao tanto para a subunidade pS0O quanto para a p65 do NF-«kB; (3) =
determinacdao da localizacdo do possivel sitio de ligacdo das subunidades do NF-kB
estudas, com respeito se na fita positiva (+) ou se na fita (-) do DNA genémico; (4) =
posicdo do possivel sitio de ligacdo para as subunidades do NF-kB estudas dentro das
regides analisadas em cada genoma verificado; (5) = seqiiéncia de bases nitrogenadas que
identificam a sequéncia de nucleotideos que formam os possiveis sitios de ligacao das
subunidades do NF-«B estudas. As primeiras, segundas, terceiras e quartas seqliéncias
de (3), (4) e (5) correspondem a dados de localizacdo e de seqliéncia de nucleotideos dos
possiveis sitios de ligacdo dentro do genoma do homem, do camundongo, do macaco
rhesus e do chimpanzé, respectivamente.
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Figura 12. Localizacao esquematica dos possiveis sitios de ligacdo do NF-«B
(subunidades p50 e p65), conservados entre as espécies M. musculus
(camundongo, mm9 chr8:124876452-125083964), M. mulatta (macaco
rhesus, rheMac2 chr20:86719209-87003658), P. troglodytes (chimpanzé,
panTro2 chrl16:88960119-89086524) e o homem (Homo sapiens, hgl8
chr16:87217199-87264958), com relacdo ao gene CYBA. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http:/ /mulan.dcode.org/).
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Quadro 02. Possiveis sitios de ligacdo do NF-kB (subunidades p50 e p65), e suas
posicées nos respectivos genomas, conservados entre as espécies M.
mulatta (macaco rhesus, rheMac2 chr20:86719209-87003658), P.
troglodytes (chimpanzé, panTro2 chr16:88960119-89086524) e o homem
(H. sapiens, hgl8 chr16:87217199-87264958), com relacdo ao gene CYBA.
Analise computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http://mulan.dcode.org/). Os possiveis
sitios de ligacdo para as subunidades p5S0 e/ou p65 localizados “upstream”
ao gene CYBA e em regiao intergénica estdo destacados em cinza.

1 V$NFKAPPAB_01 - 2027-2036 AGGAAGTCCC - 59790-59799
AGGAAGTCCC - 62198-62207 AGGAAGTCCC

2 VENFKAPPAB_01 + 9957-9966 GGGAATTCCC + 68967-68976
GGAAATTCCC + 70657-70666 GGGAATTCCC

3 V$NFKAPPAB50_01 - 9957-9966 GGGAATTCCC - 68967-68976
GGAAATTCCC - 70657-70666 GGGAATTCCC

4 VSNFKAPPAB65_01 - 9957-9966 GGGAATTCCc - 68967-68976
GGAAATTCCc - 70657-70666 GGGAATTCCc

5 VSNFKAPPAB_01 - 9957-9966 GGGAATTCCC - 68967-68976 GGAAATTCCC
- 70657-70666 GGGAATTCCC

6 VSNFKAPPAB65_01 - 9958-9967 GGAATTCCCa - 68967-68976
GGAAATTCCc - 70658-70667 GGAATTCCCa

7 VSNFKAPPAB_01 + 10785-10794 GGGAAAACCC + 69750-69759
GGGAAAACCC + 71448-71457 GGGAAAACCC

8 VSNFKAPPAB_01 - 10785-10794 GGGAAAACCC - 69750-69759
GGGAAAACCC - 71448-71457 GGGAAAACCC

9 V$NFKAPPAB65_01 - 10786-10795 GGAAAACCCa - 69751-69760
GGAAAACCCa - 71449-71458 GGAAAACCCa

10 VSNFKAPPAB50_01 + 10961-10970 GGGGAGACCC + 69933-69942
GGGGAGACCC + 71624-71633 GGGGAGACCC

11 VSNFKAPPAB_01 + 11090-11099 GGGGCGTCCC + 70061-70070
GGGACGTCCC + 71753-71762 GGGGCGTCCC

12 VSNFKAPPAB_01 - 20532-20541 GGAAGATCCC - 79877-79886
GGAAGATCCC - 82309-82318 GGAAGATCCC

13 VSNFKAPPAB65_01 - 20547-20556 GGACACTCCc - 79892-79901
GGACACTCCc - 82324-82333 GGACACTCCc

14 VSNFKAPPAB65_01 + 24301-24310 gGGAGGTTCC + 83495-83504
gGGAGGTTCC + 86129-86138 gGGAGGTTCC

15 VSNFKAPPAB_01 + 24301-24310 GGGAGGTTCC + 83495-83504
GGGAGGTTCC + 86129-86138 GGGAGGTTCC

16 VSNFKAPPAB50_01 + 24327-24336 GGGGCTGCCC + 83521-83530
GGGGTTGCCC + 86155-86164 GGGGCTGCCC

17 VSNFKAPPAB_01 + 24327-24336 GGGGCTGCCC + 83521-83530
GGGGTTGCCC + 86155-86164 GGGGCTGCCC

18 VSNFKAPPAB_01 + 24963-24972 GGGACACCCC + 84189-84198
GGGACACCCC + 86791-86800 GGGACACCCC

19 V$NFKAPPABS50_01 - 24963-24972 GGGACACCCC - 84189-84198
GGGACACCCC - 86791-86800 GGGACACCCC

20 V$NFKAPPAB_01 - 24963-24972 GGGACACCCC - 84189-84198
GGGACACCCC - 86791-86800 GGGACACCCC

21 V$NFKAPPAB_01 - 27618-27627 GGGACACCCC - 86823-86832
GGGATACCCC - 89997-90006 GGGACACCCC

22 V$NFKAPPAB_01 + 28283-28292 GGGGCCTCCC + 87417-87426
GGGGCCTCCC + 90662-90671 GGGGCCTCCC

23 VSNFKAPPAB50_01 + 28505-28514 GGGGAGCCCC + 87638-87647
GGGGAGCCCC + 90884-90893 GGGGAGCCCC

(Continua)
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Quadro 02. (Continuacao).

24 VSNFKAPPAB50_01 - 28505-28514 GGGGAGCCCC - 87638-87647
GGGGAGCCCC - 90884-90893 GGGGAGCCCC

25 V$NFKAPPAB_01 - 28505-28514 GGGGAGCCCC - 87638-87647
GGGGAGCCCC - 90884-90893 GGGGAGCCCC

26 V$NFKAPPAB65_01 - 29974-29983 GGAAACCCCg - 89034-89043
GGAAACCCCg - 92296-92305 GGAAACCCCg

27 V$NFKAPPAB65_01 + 32141-32150 gGGTGTTTCC + 91417-91426
gGGTGTTTCC + 94371-94380 gGGTGTTTCC

28 V$NFKAPPABS50 01 + 33114-33123 GGGGATTTCC + 92386-92395
GGGGATTTCC + 95612-95621 GGGGATTTCC

29 V$NFKAPPAB65_01 + 33114-33123 gGGGATTTCC + 92386-92395
gGGGATTTCC + 95612-95621 gGGGATTTCC

30 VENFKAPPAB_01 + 33114-33123 GGGGATTTCC + 92386-92395
GGGGATTTCC + 95612-95621 GGGGATTTCC

31 VENFKAPPAB65_01 - 33115-33124 GGGATTTCCa - 92387-92396
GGGATTTCCa - 95613-95622 GGGATTTCCa

32 V$NFKAPPAB_01 - 33285-33294 AGGAAGCCCC - 92562-92571
GGGAAGCCCC - 95783-95792 AGGAAGCCCC

33 V$NFKAPPAB65_01 + 35460-35469 tGGGCTTCCC + 94749-94758
tGGGCTTCCC + 97955-97964 tGGGCTTCCC

34 VSNFKAPPAB65_01 + 36783-36792 gGGACTTTCA + 96090-96099
gGGACTTTCA + 99276-99285 gGGACTTTCA

35 V$NFKAPPAB_01 + 36783-36792 GGGACTTTCA + 96090-96099
GGGACTTTCA + 99276-99285 GGGACTTTCA

36 VSNFKAPPAB_01 + 44322-44331 GGGGAAGCCC + 103497-103506
GGGGAAGCCC + 106800-106809 GGGGAAGCCC

37 V$NFKAPPAB65_01 - 44323-44332 GGGAAGCCCa - 103498-103507
GGGAAGCCCa - 106801-106810 GGGAAGCCCa

38 V$NFKAPPAB_01 + 44449-44458 GGGGCTTCCT + 103624-103633
GGGGCTTCCT + 106927-106936 GGGGCTTCCT

Legenda: Conferir legenda do Quadro 1. (Conclusao)
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Figura 13. Localizacao esquematica dos possiveis sitios de ligacdo do NF-«B
(subunidades p50 e p65), conservados entre as espécies M. mulatta
(macaco rhesus, rheMac2 chr20:86719209-87003658), P. troglodytes
(chimpanzé, panTro2 chr16:88960119-89086524) e o homem (H. sapiens,
hgl8 chr16:87217199-87264958), com relacdo ao gene CYBA. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/;  http://mulan.dcode.org/). A  regido
“upstream” ao gene CYBA e em regido intergénica esta destacada dentro do
retangulo de borda de cor preta.
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Quadro 03. Possiveis sitios de ligacdo do NF-kB (subunidades p50 e p65), e suas
posicées nos respectivos genomas, conservados entre as espécies M.
mulatta (macaco rhesus, rheMac2 chr3:52035655-52247231), P.
troglodytes (chimpanzé, panTro2 chr7:74367142-74612050) e o homem
(H. sapiens, hgl8 chr7:73806245-73861594), com relacdo ao gene NCF1I.
Analise computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http://mulan.dcode.org/). Os possiveis
sitios de ligacdo para as subunidades p5S0 e/ou p65 localizados “upstream”
ao gene NCF1 e em regido intergénica estdo destacados em cinza.

1 VSNFKAPPAB65_01 - 10138-10147 GGAAAGTCACc - 182161-182170
GGAAAGTCACc - 10706-10715 GGAAAGTCACc

2 VENFKAPPAB_01 - 10138-10147 GGAAAGTCAC - 182161-182170
GGAAAGTCAC - 10706-10715 GGAAAGTCAC

3 VSNFKAPPAB_01 + 11739-11748 GGGAAACCCC + 183469-183478
GGGAAACCCC + 12789-12798 GGGAAACCCC

4 VSNFKAPPAB50_01 - 11739-11748 GGGAAACCCC - 183469-183478
GGGAAACCCC - 12789-12798 GGGAAACCCC

5 VSNFKAPPAB65_01 - 11739-11748 GGGAAACCCc - 183469-183478
GGGAAACCCc - 12789-12798 GGGAAACCCc

6 VENFKAPPAB_01 - 11739-11748 GGGAAACCCC - 183469-183478
GGGAAACCCC - 12789-12798 GGGAAACCCC

7 VENFKAPPAB65_01 - 11740-11749 GGAAACCCCt - 183470-183479
GGAAACCCCt - 12790-12799 GGAAACCCCt

8 VSNFKAPPAB65_01 + 12996-13005 gGCAATTTCC + 184690-184699
gGCAATTTCC + 14044-14053 gGCAATTTCC

9 V$NFKAPPAB_01 + 12996-13005 GGCAATTTCC + 184690-184699
GGCAATTTCC + 14044-14053 GGCAATTTCC

10 VSNFKAPPAB_O01 - 12997-13006 GCAATTTCCC - 184691-184700
GCAATTTCCC - 14045-14054 GCAATTTCCC

11 VSNFKAPPAB65_01 + 13318-13327 gGGAATTCCC + 185011-185020
gGGAGTTCCC + 14366-14375 gGGAATTCCC

12 VSNFKAPPAB_01 + 13318-13327 GGGAATTCCC + 185011-185020
GGGAGTTCCC + 14366-14375 GGGAATTCCC

13 VSNFKAPPAB_01 - 13318-13327 GGGAATTCCC - 185011-185020
GGGAGTTCCC - 14366-14375 GGGAATTCCC

14 VSNFKAPPAB50_01 + 14094-14103 GGGGATTTCC + 185779-185788
GGGGATTTCC + 15146-15155 GGGGATTTCC

15 VENFKAPPAB65_01 + 14094-14103 gGGGATTTCC + 185779-185788
gGGGATTTCC + 15146-15155 gGGGATTTCC

16 VSNFKAPPAB_01 + 14094-14103 GGGGATTTCC + 185779-185788
GGGGATTTCC + 15146-15155 GGGGATTTCC

17 VSNFKAPPAB_0O1 + 14095-14104 GGGATTTCCT + 185780-185789
GGGATTTCCT + 15147-15156 GGGATTTCCT

18 VSNFKAPPAB_01 + 14881-14890 GGGGAATTCT + 186570-186579
GGGGAATTCT + 15933-15942 GGGGAATTCT

19 VSNFKAPPAB_01 - 25948-25957 GGGAAGTCCC - 197934-197943
CGGAAGTCCC - 26996-27005 GGGAAGTCCC

20 V$NFKAPPAB65_01 - 25949-25958 GGAAGTCCCc - 197935-197944
GGAAGTCCCc - 26997-27006 GGAAGTCCCc

21 V$NFKAPPAB_01 - 25949-25958 GGAAGTCCCC - 197935-197944
GGAAGTCCCC - 26997-27006 GGAAGTCCCC

22 V$NFKAPPAB50_01 + 34131-34140 GGGGGTCCCC + 206140-206149
GGGGTTCCCC + 35464-35473 GGGGGTCCCC

23 V$NFKAPPAB50_01 - 34131-34140 GGGGGTCCCC - 206140-206149
GGGGTTCCCC - 35464-35473 GGGGGTCCCC
Legenda: Conferir legenda do Quadro 1.
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14. Localizacao esquematica dos possiveis sitios de ligacdo do NF-xB
(subunidades p50 e p65), conservados entre as espécies M. mulatta
(macaco rhesus, rheMac2 chr3:52035655-52247231), P. troglodytes
(chimpanzé, panTro2 chr7:74367142-74612050) e o homem (H. sapiens,
hgl8 chr7:73806245-73861594), com relacdo ao gene NCFI. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/;  http://mulan.dcode.org/). A  regido
“upstream” ao gene NCFI e em regido intergénica esta destacada dentro do
retangulo de borda de cor preta.

04. Possiveis sitios de ligacdo do NF-kB (subunidades p50 e p65), e suas
posicoes nos respectivos genomas, conservados entre as espécies M.
musculus (camundongo, mm9 chrl:154574390-154773297), M. mulatta
(macaco rhesus, rheMac2 chrl:187040260-187085280), P. troglodytes
(chimpanzé, panTro2 chrl:163100772-163315576) e o homem (H. sapiens,
hgl8 chrl1:181771321-181846339), com relacdo ao gene NCF2. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http:/ /mulan.dcode.org/).

GGAAATTCTc - 42969-42978 GGAAATTCTg + 169031-169040 cAGAATTTCC

1 VSNFKAPPAB65_01 + 30050-30059 cAGAATTTCC - 104506-104515

Legenda: Conferir legenda do Quadro 1.
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Localizacdo esquematica dos possiveis sitios de ligacdo do NF-xB
(subunidades pS0 e p635), conservados entre as espécies M. musculus
(camundongo, mm9 chrl:154574390-154773297), M. mulatta (macaco
rhesus, rheMac2 chr1:187040260-187085280), P. troglodytes (chimpanzé,
panTro2 chrl:163100772-163315576) e o homem (H. sapiens, hgl8
chr1:181771321-181846339), com relacdo ao gene NCF2. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http:/ /mulan.dcode.org/).
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Quadro 05. Possiveis sitios de ligacdo do NF-kB (subunidades p50 e p65), e suas
posicées nos respectivos genomas, conservados entre as espécies M.
mulatta (macaco rhesus, rheMac2 chrl:187040260-187085280), P.
troglodytes (chimpanzé, panTro2 chrl:163100772-163315576) e o homem
(H. sapiens, hgl8 chrl:181771321-181846339), com relacdo ao gene
NCF2. Analise computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http://mulan.dcode.org/). Os possiveis
sitios de ligacdo para as subunidades p5S0 e/ou p65 localizados “upstream”
ao gene NCF2 e em regiao intergénica estao destacados em cinza.

1 VENFKAPPAB65_01 + 30050-30059 cAGAATTTCC - 42969-42978
GGAAATTCTg + 169031-169040 cAGAATTTCC

2 V$NFKAPPAB65_01 - 30494-30503 GGAAATCCAC + 42525-42534
gTGGATTTCC - 169475-169484 GGAAATCCAc

3 V$NFKAPPAB_01 - 30494-30503 GGAAATCCAC + 42525-42534
GTGGATTTCC - 169475-169484 GGAAATCCAC

4 VSNFKAPPAB65_01 - 32072-32081 GGAAGGTCCc + 40948-40957
gGGACCTTCC - 171051-171060 GGAAGGTCCc

5 VSNFKAPPAB_01 - 32072-32081 GGAAGGTCCC + 40948-40957
GGGACCTTCC - 171051-171060 GGAAGGTCCC

6 VENFKAPPAB65_01 - 40624-40633 GGAAGGTCCc + 33119-33128
gGGACCTTCC - 179602-179611 GGAAGGTCCc

7 VENFKAPPAB_O1 - 40624-40633 GGAAGGTCCC + 33119-33128
GGGACCTTCC - 179602-179611 GGAAGGTCCC

8 VSNFKAPPAB_01 - 41089-41098 GCAAAGCCCC + 32657-32666
GGGGCTTTGC - 180067-180076 GCAAAGCCCC

9 V$NFKAPPAB65_01 + 42391-42400 gGGAGTTTCT - 31356-31365
AGAAACTCCc + 181369-181378 gGGAGTTTCT

10 VSNFKAPPAB65_01 + 47799-47808 gGGAATTTCT - 26575-26584
AGAAATTCCc + 187166-187175 gGGAATTTCT

11 VSNFKAPPAB_01 + 47799-47808 GGGAATTTCT - 26575-26584
AGAAATTCCC + 187166-187175 GGGAATTTCT

12 VSNFKAPPAB_O01 - 54947-54956 GAAATGTCCC + 19125-19134
GGGACATTTC - 194789-194798 GAAATGTCCC

13 V$NFKAPPAB50_01 + 68695-68704 GGGGAGGCCC - 6332-6341
GGGCCTCCCC + 208487-208496 GGGGAGGCCC

14 VSNFKAPPAB65_01 + 71729-71738 gGGACTTTCA - 3344-3353
TGAAAGTCCc + 211520-211529 gGGACTTTCA

15 VSNFKAPPAB_01 + 71729-71738 GGGACTTTCA - 3344-3353
TGAAAGTCCC + 211520-211529 GGGACTTTCA

(Continua)
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Quadro 05. (Continuacao).

16 VSNFKAPPAB65_01 - 74455-74464 TGAAATCCCc + 549-558
gGGGATTTCA - 214241-214250 TGAAATCCCc

17 VSNFKAPPAB_01 - 74455-74464 TGAAATCCCC + 549-558 GGGGATTTCA
- 214241-214250 TGAAATCCCC

Legenda: Conferir legenda do Quadro 1.

(Concluséo)
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Localizacdo esquematica dos possiveis sitios de ligacao do NF-«B
(subunidades p50 e p65), conservados entre as espécies M. mulatta
(macaco rhesus, rheMac2 chrl:187040260-187085280), P. troglodytes
(chimpanzé, panTro2 chr1:163100772-163315576) e o homem (H. sapiens,
hgl8 chrl1:181771321-181846339), com relacdo ao gene NCF2. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/;  http://mulan.dcode.org/). A  regido
“upstream” ao gene NCF2 e em regido intergénica esta destacada dentro do
retangulo de borda de cor preta.
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Quadro 06. Possiveis sitios de ligacdo do NF-kB (subunidades p50 e p65), e suas
posicées nos respectivos genomas, conservados entre as espécies M.
musculus (camundongo, mm9 chrl15:78059777-78147445), M. mulatta
(macaco rhesus, rheMac2 chrl10:80737925-80942585), C. familiaris
(cachorro, canFam2 chr10:30645148-30701038) e o homem (H. sapiens,
hgl8 chr22:35566991-35624004), com relacdo ao gene NCF4. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/; http://mulan.dcode.org/). O possivel sitio
de ligacdo para a subunidade p65 localizada “upstream” ao gene NCF4 e
em regido intergénica esta destacado em cinza.

1 VSNFKAPPAB65_01 + 16349-16358 gGGATTTTCC + 11278-11287
gGGATTTTCC - 47021-47030 GGAAAATCCc + 17518-17527 gGGATTTTCC
2 V$NFKAPPAB_01 + 16349-16358 GGGATTTTCC + 11278-11287
GGGATTTTCC - 47021-47030 GGAAAATCCC + 17518-17527 GGGATTTTCC
3 VSNFKAPPAB_01 - 16349-16358 GGGATTTTCC - 11278-11287
GGGATTTTCC + 47021-47030 GGAAAATCCC - 17518-17527 GGGATTTTCC
4 VSNFKAPPAB65_01 + 51428-51437 gGGGTTTTCC + 44665-44674
gGGATTTTCC - 14665-14674 GGAAAGCCCc + 54012-54021 gGGGTTTTCC
5 VSNFKAPPAB 01 + 51428-51437 GGGGTTTTCC + 44665-44674
GGGATTTTCC - 14665-14674 GGAAAGCCCC + 54012-54021 GGGGTTTTCC
6 VSNFKAPPAB65_01 + 51563-51572 gGGACTTTCC + 44791-44800
gGGACTTTCC - 14527-14536 GGAAAGTCCc + 54147-54156 gGGACTTTCC
7 VSNFKAPPAB_01 + 51563-51572 GGGACTTTCC + 44791-44800
GGGACTTTCC - 14527-14536 GGAAAGTCCC + 54147-54156 GGGACTTTCC
Legenda: Conferir legenda do Quadro 1.
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Figura 17.

Localizacdo esquematica dos possiveis sitios de ligacao do NF-«B
(subunidades pS0 e p635), conservados entre as espécies M. musculus
(camundongo, mm9 chrl5:78059777-78147445), M. mulatta (macaco
rhesus, rheMac2 chrl10:80737925-80942585), C. familiaris (cachorro,
canFam?2 chr10:30645148-30701038) e o homem (H. sapiens, hgl8
chr22:35566991-35624004), com relacado ao gene NCF4. Analise
computacional empregando a ferramenta “ECR Browser”
(http:/ /ecrbrowser.dcode.org/;  http://mulan.dcode.org/). A  regido
“upstream” ao gene NCF4 e em regido intergénica esta destacada dentro do
retangulo de borda de cor preta.
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4.5 Avaliacao da expressao dos genes CYBA, NCF1 e NCF2 pelo método de
real-time PCR em células B EBV transformadas de pacientes com defeitos

no eixo IL-12/23-IFN-y e de pacientes com DGC autossémica recessiva

Para testar a hipotese de que efeitos supressores ao sistema NADPH
oxidase poderiam ser encontrados em células com defeitos no eixo IL-
12/23-IFN-y, n6s examinamos os niveis de transcricdo dos genes CYBA,
NCF1 e NCF2 em células B EBV transformadas de pacientes com defeitos
no eixo IL-12/23-IFN-y, em comparacao a linhagens celulares de doadores
saudaveis e de pacientes com DGC autossomica recessiva.

Na Figura 18 A e B vemos que a expressao do gene CYBA nao foi
significativamente afetada dentre os materiais celulares provenientes dos
diferentes pacientes com defeito nos receptores IFNGR1 ou IFNGR2,
quando comparada a do controle positivo (doadores saudaveis)
(estimulado ou nao com IFN-y). Também ¢é mostrado que nao houve
aumento estatisticamente significativo da expressao do gene CYBA no
grupo controle positivo estimulado por I[FN-y comparado ao grupo controle
positivo nao estimulado.

A Figura 19A mostra que a expressao do gene NCFI encontrou-se
significativamente diminuida apenas nas células do paciente IFNGRI1-c
estimuladas ou ndao com IFN-y, quando comparada a do controle positivo
(estimulado ou ndao com IFN-y). A expressao do gene NCF1 em células de
pacientes IFNGR1-pr e IFNGRI1-pd, estimuladas ou nao por IFN-y,
apresentou-se semelhante a encontrada no grupo controle positivo
(estimulado ou nao com IFN-y). A Figura 19B mostra que a expressao do
gene NCF1 nos grupos de células provenientes dos pacientes IFNGR2-c (a)
e IFNGR2-c (b) nao foi significativamente aumentada por meio do estimulo
de INF-y, quando comparada a do grupo controle positivo estimulado por
IFN-y ou quando comparada a expressao génica dos respectivos materiais

nao estimulados dos pacientes IFNGR2-c (a) e IFNGR2-c (b). Ocorreu uma
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tendéncia de aumento da expressao do gene NCF1 somente no grupo de
células provenientes do paciente IFNGR2-pd estimuladas por IFN-y.

Na Figura 20A, vemos que a expressao do gene NCF2 encontrou-se
significativamente diminuida nas células dos pacientes IFNGR1l-c e
IFNGR1-pr estimuladas com IFN-y, quando comparada a expressao deste
gene no grupo controle positivo estimulado com IFN-y. Células destes
mesmos pacientes, porém nao estimuladas, ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao controle positivo ndo estimulado. A expressao
do gene NCF2 nas células do paciente IFNGR1-pd, estimuladas ou nao
com IFN-y, ndo apresentou diferenca significativa com relacdo ao grupo
controle positivo estimulado ou nao com IFN-y. A Figura 20B mostra que a
expressdao do gene NCF2 nao foi significativamente afetada dentre os
materiais celulares provenientes dos diferentes pacientes com defeitos no
receptor IFNGR2, quando comparada a do controle positivo estimulado ou

nao com IFN-y.
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Figura 18. Expressao do gene CYBA em células B EBV transformadas de pacientes com

defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y (ocorréncia natural de mutag¢oes no receptor
IFNGR1 ou IFNGR2) e de pacientes com DGC autossdmica recessiva. Em A
as linhagens de células B foram derivadas de: 1 e 2, doadores saudaveis; 3,
paciente com DGC devido a4 mutacdo autossoémica no gene CYBA; 4 e 5,
paciente IFNGR1-c; 6 e 7, paciente IFNGR1-pr; 8 e 9, paciente IFNGR1-pd.
As células foram estimuladas (2, 5, 7 € 9) ou néo (1, 3, 4, 6 e 8) com IFN-y.
Em B as linhagens de células B foram derivadas de: 1 e 2, doadores
saudaveis; 3, paciente com DGC devido a mutacao autossémica no gene
CYBA; 4 e 5, paciente IFNGR2-c (a); 6 e 7, paciente IFNGR2-c (b); 8 € 9,
paciente IFNGR2-pd. As células foram estimuladas (2, 5, 7 € 9) ou néao (1, 3,
4, 6 e 8 com IFN-y (***p<0,001; n = 6; ANOVA mono-caudal, seguido pelo
test t de Tukey).
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Figura 19. Expressao do gene NCF1 em células B EBV transformadas de pacientes com

defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y (ocorréncia natural de mutacdes no receptor
IFNGR1 ou IFNGR?2) e de pacientes com DGC autossomica recessiva. Em A as
linhagens de células B foram derivadas de: 1 e 2, doadores saudaveis; 3,
paciente com DGC devido a mutacdo autossdémica no gene NCFI; 4 e 5,
paciente IFNGR1-c; 6 e 7, paciente IFNGR1-pr; 8 e 9, paciente IFNGR1-pd. As
células foram estimuladas (2, 5, 7 e 9) ou nao (1, 3, 4, 6 € 8 com IFN-y. Em B
as linhagens de células B foram derivadas de: 1 e 2, doadores saudaveis; 3,
paciente com DGC devido a mutacdo autossdémica no gene NCFI; 4 e 5,
paciente IFNGR2-c (a); 6 e 7, paciente IFNGR2-c (b); 8 e 9, paciente IFNGR2-
pd. As células foram estimuladas (2, 5, 7 € 9) ou nao (1, 3, 4, 6 e 8) com IFN-y
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; n = 6; ANOVA mono-caudal, seguido pelo test
t de Tukey).
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Figura 20. Expressao do gene NCF2 em células B EBV transformadas de pacientes com
defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y (ocorréncia natural de mutag¢oes no receptor
IFNGR1 ou IFNGR2) e de pacientes com DGC autossdmica recessiva. Em A
as linhagens de células B foram derivadas de: 1 e 2, doadores saudaveis; 3,
paciente com DGC devido a mutacdo autossdmica no gene NCF2; 4 e 5,
paciente IFNGR1-c; 6 e 7, paciente IFNGR1-pr; 8 e 9, paciente IFNGR1-pd.
As células foram estimuladas (2, 5, 7 € 9) ou néo (1, 3, 4, 6 e 8) com IFN-y.
Em B as linhagens de células B foram derivadas de: 1 e 2, doadores
saudaveis; 3, paciente com DGC devido a mutacao autossémica no gene
NCF2; 4 e 5, paciente IFNGR2-c (a); 6 e 7, paciente IFNGR2-c (b); 8 ¢ 9,
paciente IFNGR2-pd. As células foram estimuladas (2, 5, 7 € 9) ou nao (1, 3,
4, 6 e 8) com IFN-y (*p<0,05, ***p<0,001; n = 6; ANOVA mono-caudal,
seguido pelo test t de Tukey).
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5 DISCUSSAO

O fator nuclear kappa B (NF-«B) foi descrito inicialmente por Sen e
Baltimore em 1986 como uma proteina reguladora da expressao génica de
imunoglobulinas em linfocitos B. Atualmente sabe-se que este fator
também esta envolvido na transcricao de diversos genes ligados a resposta
inflamatoéria, entre outros genes envolvidos na apoptose e na
transformacao neoplasica celular (Skalnik, 2002; Walmsley, et al., 2005).
O NF-«kB também esta envolvido na cascata de sinalizacdo ativada por
diversos “Toll-like receptors” (Kawai e Akira, 2006). Alguns genes cuja
expressao € controlada pelo NF-kB estao descritos na literatura, dentre
eles os mais conhecidos sao: o fator de crescimento GM-CSF; as moléculas
de adesao celular, MAd-CAM-1, ELAM-1, ICAM-1, VCAM; as citocinas IL-
1, 2, 6, 8, TNF-a, INF-a e B; anti-apoptoticos, TRAF-1, TRAF-2, c-IAP1, c-
IAP2, entre outros (Stein e Yang, 1995; Baldwin, 1996; Gerritsen, et al.,
1997; Wang, et al., 1998; Mckay e Cidlowski, 1999).

O NF-kB € um heterodimero composto por duas subunidades, uma
proteina de 50 kDa, chamada de pS0 ou NF-kB1 e uma outra de 65 kDa
chamada de p65 ou RelA, as quais representam o prototipo classico do
NF-«xB (Baeuerle e Henkel, 1994). Em outros tipos celulares nao
leucocitarios ou células de outros organismos, como de insetos, estes
dimeros podem ocorrer de outras formas promovendo diversas
combinacdoes heterodiméricas (pS0/pS2, pS0/pl0S, pl00/p3S29) e
provavelmente combinacdées homodimeéricas em células de mamiferos
(pSO/pS0) (Fujita, et al., 1992; Moore, Ruben e Rosen, 1993).

Logo apods a identificacdo do NF-kB em 1988, Baeuerle e Baltimore
identificaram outra proteina de 60 a 70 kDa de atividade inibitoria
chamada de IkB, que especificamente associa-se a dimeros de NF-«B,
formando trimeros (pS0/p65/IkB) e impedindo que o NF-kB se ligue ao
DNA quando dentro do nucleo, e, além disso, essa forma trimérica obriga
a retencao deste complexo no citoplasma (Rice, Mackichan e Israel, 1992;

Verma, et al., 1995; Baldwin, 1996). Foram descritas varias proteinas
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inibitorias englobando a familia das IkBs (IkBa, IkBf, IkBy, IkR-R, Bcl-3),
entre outras (Haskill, et al., 1991; Inoue, et al., 1992).

O NF-«xB pode ser ativado por uma variedade de estimulos
extracelulares, incluindo citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a e a IL-
1, fatores ativadores de linfocitos T e B, LPS bacteriano, proteinas virais,
fatores de crescimento e fatores indutores de estresse (Brown, et al., 1995;
Carlsen, et al., 2002; Condino-Neto, Whitney e Newburger, 1998).

A ativacao do NF-«kB esta associada a fosforilacao das serinas 32 e
36 da IkB conduzindo a liberacdo do heterodimero (Brown, et al., 1995).
Em seguida, a porcao inibitoria [kB € degradada pelo proteossomo apés a
ubiquinacao da mesma (Traenckner, Wilk e Baeuerle, 1994; Krappmann,
Wulczyn e Scheidereit, 1996; Didonato, et al., 1997; Mercurio, et al.,
1997; Verma e Setevenson, 1997). Além da fosforilacao da porcao IkB,
para a liberacao do heterodimero, também ocorre a fosforilacdo do NF-«B
como um mecanismo indireto de ativacao, embora esse mecanismo nao
seja muito bem compreendido. Alguns autores relatam que apds a
fosforilacdo da serina 276 da subunidade p65, aumenta-se
dramaticamente a atividade transcricional do NF-kB (Zhong, et al., 1997,
Tak e Firestein, 2001).

Ativo, o NF-kB € translocado para o interior do nucleo, como um
elemento regulador de transcricao génica, ligando-se aos elementos alvos
cis ou elementos trans (Smith, et al., 1996; Merika, et al., 1998; Shimizu,
et al., 1997; Siebenlist, Brown e Claudio, 2005).

O NF-«kB é requerido no controle da expressao de diversos genes
ligados a resposta inflamatoria, principalmente na resposta linféide, a
qual esta bem relatada na literatura. Ja na linhagem mieloide, existem
poucos estudos sobre este fator de transcricao (D'acquisto, May e Ghosh,
2002). O NF-xB também € requerido para a transcricao de multiplos genes
relacionados ao desenvolvimento de anexos cutaneos (Ghosh, May e Kopp,
1998; Moynagh, 2005).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa (Luengo-Blanco, et

al., 2008) mostraram que os inibidores de NF-kB dexametasona e
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gliotoxina diminuiram a expressao génica de CYBB. Além disso, o trabalho
de Luengo-Blanco e colaboradores (2008) mostrou que houve diminuicao
da expressao do gene CYBB também em células U937 transfectadas com
um “super inibidor” do NF-xB (IkBa S32A/S36A) e em células B
imortalizadas de pacientes com EDA-ID devido a mutacoes em
componentes da via do NF-«B, encontrando, inclusive, sitio de ligacao
funcional para a subunidade p50 do NF-kB a regiao “upstream” ao gene
CYBB, confirmando estudos prévios também do nosso grupo de trabalho
onde vimos que a dexametasona inibe o sistema NADPH oxidase em
células THP-1 diferenciadas em monocitos/macrofagos pela inibicao da
expressao dos genes CYBB e NCF1 (Condino-Neto, Whitney e Newburger,
1998). Parte dos resultados obtidos por mim e apresentados nesta
dissertacao ja se encontram publicados no trabalho de Luengo-Blanco e
colaboradores (2008).

Seguindo os resultados de uso de inibidores farmacologicos do NF-
kB em células THP-1 (Condino-Neto, Whitney e Newburger, 1998), dados
obtidos pelos trabalhos de Anrather, Racchumi e ladecola (2006), Gauss e
colaboradores (2007) e pelo trabalho de Luengo-Blanco e colaboradores
(2008) com relacao a expressao do gene CYBB dependente do NF-«B, no
presente trabalho, investigamos a hipotese da possivel influéncia do NF-
kB sobre a expressao dos genes CYBA, NCFI1, NCF2 e NCF4 do sistema
NADPH oxidase e na fagocitose em modelo de células mielociticas,
tentando correlacionar este possivel papel do NF-kB com a doenca
granulomatosa cronica (DGC) e com a displasia ectodérmica anidrotica
com imunodeficiéncia (EDA-ID).

Defeitos primarios no sistema NADPH oxidase interferem com a
atividade microbicida de células fagociticas, levando ao fenétipo de DGC.
A DGC é uma sindrome caracterizada por anormalidades genéticas nos
genes codificadores do sistema NADPH oxidase, o que resulta na producao
defeituosa de espécies reativas de oxigénio (Curnutte, 1993). A forma mais

comum da DGC é causada por um defeito na gp91-rhox (56%), seguida por
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defeitos na p47-prhox (30%), p22Phox (5 a 7%) e p67Phox (5 a 7%)
(Winkelstein, et al., 2000).

Embora nenhum paciente com DGC tenha sido identificado com
defeitos no componente p40Prhox da NADPH oxidase e esta nao seja
requerida para a atividade da deste complexo tanto em modelos
experimentais “cell-free” quanto em modelos experimentais celulares, a
p40rhox pode estar envolvida na modulacao da atividade da NADPH
oxidase devido a sua forte associacdo com a p67Phex de acordo com as
evidéncias que demonstram uma regulacdo positiva e/ou negativa da
NADPH oxidase pela p40-rhox (Matute, et al., 2005). Em sua revisao,
Matute e colaboradores (2005) concluem que, apesar de ser dispensavel
para a atividade da NADPH oxidase “in vitro”, a p40-rhox participa da
atividade da NADPH oxidase “in vivo”, embora seu papel exato continue
controverso.

Ellson e colaboradores (2006), através do estudo de neutroéfilos de
camundongos nocautes para a p40prhox observaram que este defeito levou
a reducao da producdao de ROS por estes neutroéfilos, em resposta a
Staphylococcus aureus, o que € semelhante ao encontrado na morte deste
microorganismo “in vitro” e “in vivo” na DGC. Estes autores concluem que
a p40-rhox seria um componente essencial na morte de bactérias (Ellson, et
al., 2000).

O modelo de células U937 utilizado no presente trabalho revelou a
existéncia de influéncia significativa do NF-kB sobre a expressao dos
genes NCF1 e NCF2 do sistema NADPH oxidase, uma vez que a expressao
dos mesmos encontrou-se diminuida na linhagem de células U937
transfectadas com o vetor cheio IkBa S32A/S36A, comparando-se as
linhagens de células U937 selvagem ou transfectadas com vetor vazio.

A IkBa mutada (IkBa S32A/S36A) nao pode ser fosforilada em
serinas chaves e isso evita a sua degradacao pelo proteassomo. Esta kB
mutada age como um “super inibidor” da atividade do NF-kB, pois

determina o sequestro do NF-kB no citoplasma celular (Asin, et al., 1999).
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A diminuicao da expressao dos genes NCF1 e NCF2 no modelo de
células mielociticas da linhagem U937 mostra que o NF-«B € necessario
para a expressao destes genes em niveis normais, e também mostra que
nao somente o NF-«B esta envolvido na expressao destes genes, uma vez
que a diminuicao da expressao dos mesmos nao foi completa nas células
U937 transfectadas com o vetor cheio.

Este resultado corrobora com dados prévios presentes na literatura
onde ja foi relatada a existéncia de evidéncias de que outros fatores
transcricionais também estariam envolvidos na expressao dos genes em
questao (Para o gene NCFI, podemos citar: Li e colaboradores (1997);
Marden e colaboradores (2003); Berasi e colaboradores (2004); Verbeek e
colaboradores (1999); Ni e colaboradores (2007); e para o gene NCF2:
Gauss, Bunger e Quinn (2002); Li e colaboradores (2001); Gauss e
colaboradores (2005); Ammons e colaboradores (2007); Lindsey e
colaboradores (2005)).

A fagocitose é regulada por uma diversidade de participantes, tais
como receptores, proteinas quinases, proteinas efetoras, rearranjo de
citoesqueleto e GTPases Rho. A NADPH oxidase € o complexo enzimatico
principal que segue a fagocitose, produzindo superoxido que pode
inclusive levar a apoptose dos proprios fagocitos, quando produzido em
exXcesso.

O reconhecimento e internalizacao de patogenos pelos macréfagos
sao ativados pela interacdo dos patdogenos com receptores especificos
como os receptores Fcy (FcyRs) e receptores de complemento (CRs), os
quais desencadeiam a ativacao de vias de sinalizacao distintas, e estas
induzem processos de fagocitose distintos tanto morfologica quanto
mecanisticamente (Aderem e Underhill, 1999). Dentre os receptores Fcy
que medeiam a fagocitose em humanos por meio do reconhecimento do
dominio Fc das IgGs, incluem-se os receptores FcyRI, IIA e o FcyRIII
(Ravetch, 1997). Os receptores de complemento que mediam a fagocitose
reconhecem fragmentos C3b/C3bi (Aderem e Underhill, 1999). Outro tipo

de receptor envolvido na fagocitose € o receptor que reconhece manose e
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sacarideos de fucose na capsula de lipopolissacarideos de bactérias
invasoras (Brown, 1995). O reconhecimento celular de zimosan nao-
opsonizado € mediado pelos receptores de manose e B-glucanos (Giaimis,
et al., 1993). O zimosan nao-opsonizado também pode ser ingerido através
do seu reconhecimento por CR3 (Le Cabec, et al., 2000), o dominio de
lectina que se liga a f-glucanos soluveis e medeia a fagocitose de
particulas contendo B-glucan, tais como o zimosan (Ross, et al., 1985).
Brown e colaboradores (2002) mostraram que a dectin-1 é o receptor de
reconhecimento de B-glucanos principal em macrofagos.

A formacao de anion superoxido durante a fagocitose se da
principalmente devido a ativacdo por FcRs. Entretanto, a estimulacao de
CR3 por paticulas opsonizadas por anticorpos anti-CR3 (Serrander, et al.,
1999), por particulas estafilococcicas opsonizadas por anticorpos anti-
CD18 (Lofgren, et al., 1999), e por zimosan nao opsonizado (Le Cabec, et
al., 2000) também induzem a producao de anion superoxido.

Particulas de zimosan opsonizadas por soro ou por IgG induzem
apoptose em macrofagos. Esta apoptose € estritamente dependente da
formacao de ROS, que sao gerados durante a fagocitose em macréfagos,
levando a ativacao da caspase-3 e a liberacao de citocromo c (Kim, et al.,
2003b). A ativacao da caspase-3 pelo estimulo com particulas de zimosan
opsonizadas por IgG ou por C3bi, e LPS mais IFN-y em células J773A.1
também leva a apoptose destas células (Kim, et al., 2003b).

Park (2003) conclui que a fagocitose de particulas de zimosan
opsonizadas por soro ou por IgG induz a formacao de anion superoxido, e
que o excesso de superoxido causa a morte celular.

Para testar se a inibicao da funcionalidade da via do NF-kB (ou o
processo de transfeccao) causou um decréscimo geral de outras funcoes
celulares, nos examinamos a habilidade de células U937 em ingerir
particulas de zimosan. A atividade fagocitica frente as particulas de
zimosan (opsonizadas ou nao) foi similar entre todas as linhagens de
células U937 estudas, ocorrendo aumento significativo da atividade

fagocitica das células quando na presenca de particulas de zimosan
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opsonizadas. Estes resultados sao importantes, pois corroboram com
dados prévios da literatura com respeito a funcionalidade de fagécitos na
DGC. Quie, et al. (1967) mostraram que, na DGC, os fagocitos possuem
sua capacidade bactericida diminuida, porém muitas outras funcoes
fagociticas, tais como a quimiotaxia, a fagocitose e a degranulacao
apresentam-se intactas nesse tipo celular. Assim, estes resultados ajudam
na validacao do nosso modelo experimental baseado nas células U937,
uma vez que a expressao diminuida dos genes NCF1 e NCF2 na linhagem
de células U937 IkB S32A/S36A, o que caracterizaria um quadro de DGC,
nao trouxe mudancas na capacidade fagocitica destas células,
comparadas as linhagens U937 controle.

A diminuicao da atividade fagocitica no subgrupo de células U937
tratadas durante 48 horas com IFN-y (100 U/mL) pode estar relacionada a
uma superativacao celular, a qual poderia levar ao estado de inducao de
apoptose celular e/ou fadiga com relacdao a atividade fagocitica nestas
células, apos o periodo de tratamento com esta citocina estimulatoria.

Nossos resultados em células humanas mielociticas confirmam e
estendem os relatos prévios feitos por Anrather, Racchumi e Iadecola
(2006) em um modelo murino, no qual observaram uma perda na
atividade da NADPH oxidase em leucocitos, fibroblastos e células
neuronais depois da super expressdao de IkBo ou em nocautes para
p6S/RelA.

Defeitos nos componentes da ativacdao do NF-kB podem resultar em
um grupo heterogénio de imunodeficiéncias (Nishikomori, et al., 2004;
Kim, et al., 2003a; Puel, et al., 2004; Puel, et al., 2006). Uma forma de
ativacao defeituosa do NF-kB deriva de mutacoes hipomoérficas em genes
codificadores de proteinas quinases responsaveis pela fosforilacao da IkB
no complexo IKB quinase pela unidade regulatéoria NEMO. A sindrome
clinica resultante, EDA-ID, pode ser herdada tanto como uma mutacao
recessiva ligada ao X quanto como uma mutacao autossdmica recessiva
ou dominante (Nishikomori, et al., 2004; Kim, et al., 2003a; Puel, et al.,

2004; Puel, et al., 20006).
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Células B EBV transformadas mimetizam desordens genéticas da
NADPH oxidase (Condino-Neto e Newburger, 1998; Volkman, et al., 1984)
e provéem um modelo util para a avaliacao destas desordens moleculares.
No presente estudo, usamos linhagens de células B imortalizadas
produzidas a partir de células B de pacientes com EDA-ID para
examinarmos os efeitos dos defeitos de ativacao do NF-kB herdados, sobre
a funcao do sistema NADPH oxidase. Um dos pacientes com EDA-ID tem
sua doenca causada por uma mutacao hipomorfica hemizigotica no gene
que codifica NEMO/IKKy (X420W), a subunidade regulatoria do complexo
IkB quinase (IKK) (Doffinger, et al., 2001), levando ao decréscimo da
ativacao do NF-kB nas células deste paciente. O outro paciente possui
uma forma autossomica dominante de EDA-ID associada com uma
mutacao missense hipermorfica heterozigotica (S32I) na serina 32 da IkBa
(Courtois, et al., 2003). Esta mutacdao de ganho de funcao aumenta a
capacidade inibitoria da IkBo pela prevencao de sua fosforilacao e
degradacao, resultando no decréscimo da ativacao do NF-xkB.

Células B EBV transformadas do paciente EDA-ID com a mutacao
S32I na IkBa mostraram diminuicdo da expressao do gene NCFI, de
maneira semelhante as células B de pacientes com DGC por deficiéncia na
p47-rhox corroborando os achados nas células U937 transfectadas com
IxkB S32A/S36A. A expressao do NCFI nas linhagens celulares EDA-ID
devido a mutacado NEMO/IKKy X420W também foi significantemente
inferior a encontrada na linhagem celular de doadores saudaveis. Estes
resultados sugerem um mecanismo adicional para a susceptibilidade a
infeccoes por parte de pacientes com EDA-ID (Déffinger, et al., 2001;
Dupuis-Girod, et al., 2002; Dupuis-Girod, et al., 2006; Courtois, et al.,
2003), assim como o defeito molecular na ativacao do NF-kB também
parece afetar células da linhagem mieléide.

Os experimentos de expressao génica dos componentes do sistema
NADPH oxidase em células B EBV transformadas de pacientes com DGC
ligada ao X ou autossdmica recessiva revelaram o que parece ser um

mecanismo de tentativa de compensacao da expressdo defeituosa de um
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determinado componente da NADPH oxidase pelo aumento da expressao
génica de outro determinado componente deste sistema. Isto pode ser
observado, por exemplo, com respeito a expressdao do gene CYBA em
células B EBV transformadas de paciente com deficiéncia na expressao do
gene CYBB. Outro exemplo deste fato encontra-se na expressao
aumentada de NCF2 nas linhagens celulares EDA-ID devido a mutacao
NEMO/IKKy X420W, bem como nas linhagens de células B provenientes
de pacientes com defeitos nos genes CYBA e NCF1.

Nossa investigacao sobre possiveis sitios de ligacao das subunidades
pS0 e/ou p6S do NF-«kB aos genes codificadores do sistema NADPH
oxidase conservados entre o genoma humano e o de outras espécies
animais evolutivamente mais ou menos proximas ao homem, sobre os
quais podemos inferir a existéncia de funcionalidade biologica
(Ovcharenko, et al., 2004; Ovcharenko, Stubbs e Loots, 2004,
Ovcharenko, et al., 2005), resultou em achados interessantes.

Apesar de nao encontrarmos possiveis sitios de ligacdo do NF-«B
conservados entre o genoma humano e os das espécies de peixes Danio
rerio e Fugu rubripes nos genes estudados, o que poderia resultar numa
ajuda a mais nas investigacoes sobre a existéncia de funcionalidade nos
sitios conservados encontrados, uma vez que a grande distancia evolutiva
entre os peixes e o homem fornece um filtro adicional com o qual
elementos funcionais nao codificantes, tais como locais de ligacdo de
fatores de transcricdo, podem ser detectados com grande eficiéncia
(Ovcharenko, Stubbs e Loots, 2004; Venkatesh, Gilligan e Brenner, 2000;
Aparicio, et al., 2002; Nobrega, et al., 2003; Santagati, et al., 2003; Spitz,
Gonzalez e Duboule, 2003), pudemos constatar a existéncia de possiveis
sitios de ligacdo do NF-kB conservados nas regides “upstream” e
intergénicas em relacao aos genes CYBA (2 sitios especificos para a p50
conservados entre o genoma humano e o das espécies M. mulatta e P.
troglodytes), NCF1 (2 sitios especificos para a p5S0 e 6 especificos para a
p6S conservados entre o genoma humano e o das espécies M. mulatta e P.

troglodytes), NCF2 (1 sitio especifico para a pS0 e 2 especificos para a p65
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conservados entre o genoma humano e o das espécies M. mulatta e P.
troglodytes) e NCF4 (1 sitio especifico para a p65 conservado entre o
genoma humano e o das espécies M. musculus, M. mulatta e C. familiaris).

As regioes promotoras dos genes encontrados em eucariotos sao
compostas por um “TATA box”, o qual geralmente encontra-se a 30 pares
de bases do sitio de inicio de transcricao génica. Usualmente podem ser
encontrados dois ou mais elementos promotores proximais a 100 e 200
pares de bases “upstream” ao sitio de inicio de transcricao. Como as
regioes génicas promotoras estao localizadas na regido flanqueadora
“upstream” intergénica as regides transcritas dos genes, a ocorréncia de
possiveis sitios de ligacao do NF-«B conservados nesta localizacdo poderia
fornecer-nos subsidios para a realizacao de experimentos de bancada (tais
como ensaios EMSA, do Inglés: “Electro Mobility Shift Assay”) sobre a
funcionalidade dos mesmos.

Apesar de encontrarmos uma regido consenso evolutivamente
conservada para a subunidade p65 do NF-kB “upstream” e intergénica ao
gene NCF4 e 2 sitios especificos para a p50 também evolutivamente
conservados, “upstream” e em regido intergénica com relacdo ao gene
CYBA, a expressao destes genes nao foi significativamente afetada pela
auséncia de NF-«B funcional em nosso modelo experimental de células
U937. A expressdao do gene CYBA também nao foi signicativamente
afetada em células de pacientes com EDA-ID. Assim, estas regides
evolutivamente conservadas para a ligacao de subunidades do NF-xB
parecem nao ser funcionais. A regidao consenso para o NF-kB dentro da
regiao “upstream” ao gene CYBA relatada por Moreno e colaboradores
(2003), parece nao ser uma regidao funcional para este fator de transcricao.

A ocorréncia de 2 sitios especificos para a p50 e 6 especificos para a
p6S na regiao intergénica “upstream” ao gene NCF1 e de 1 sitio especifico
para a pS0 e 2 especificos para a p65 na regido intergénica “upstream” ao
gene NCF2, todos evolutivamente conservados entre os genomas das
espécies de M. mulatta, P. troglodytes e o homem, segundo a ferramenta

“ECR Browser”, corroborou com os dados encontrados pelas demais
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analises realizadas no presente trabalho com respeito a expressao destes
genes em células U937 e de pacientes com EDA-ID onde alteracoes da via
do NF-«B levaram ao decréscimo da expressao destes genes. O fato dos
possiveis sitios de ligacdo para as subunidades do NF-«B estudadas aqui
se encontrarem bem distantes da regiao de inicio de transcricao dos genes
NCF1 e NCF2, nos indica que, se funcionais, estes sitios podem servir a
acao do NF-kB como “enhancer” sobre a transcricao destes genes.

Parte do conjunto de doencas antes denominadas Susceptibilidade
Mendeliana a Doencas Micobacterianas (referida em Inglés pela sigla
MSMD, MIM 209950 (Hamosh, et al., 2005) (também conhecidas pela
denominacao genérica de defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y) também é
originada devido a defeitos num dos componentes de ativacdo do NF-kB,
especificamente mutacoes no gene NEMO, como relatado por Filipe-Santos
e colaboradores (2006a).

A existéncia de evidéncias na literatura cientifica sobre a influéncia
do INF-y na ativacao do sistema NADPH oxidase (Wolfort, Stokes e
Granger, 2008), seu uso no tratamento da DGC causada por defeitos de
“splicing” no gene CYBB (Condino-Neto e Newburger, 2000; Ishibashi, et
al., 2001; Errante, Frazdao e Condino-Neto, 2008) e a influéncia de defeitos
do eixo IL-12/23-IFN-y sobre a expressao do gene CYBB (Prando, 2008),
motivou-nos a investigar a hipotese de que defeitos no eixo IL-12/23-IFN-
v, especificamente, defeitos nos receptores IFNGR1 e IFNGR2, poderiam
influenciar o sistema NADPH oxidase a partir da expressao dos seus
componentes p22-phox p47-phox e p67-phox, Nesta investigacdo, utilizamos
células B imortalizadas de pacientes com mutacoes nos componentes do
eixo IL-12/23-IFN-y conforme informado na Tabela 3.

Observando-se conjuntamente, os defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y
estudados aqui confirmam nossa hipotese de que tais defeitos poderiam
influenciar o sistema NADPH oxidase a partir da expressao dos seus
componentes, no caso, os componentes p47-rhox e p67-phox,

O receptor IFNGR1 possuiu influéncia marcante sobre a expressao

do gene NCFI1, uma vez que, na linhagem de células B provenientes de
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paciente com defeito completo do receptor 1 do IFN-y, até mesmo a
expressdao basal deste gene encontrou-se significativamente diminuida
com relacao ao controle positivo nao estimulado. O receptor 2 do IFN-y
com os defeitos completos presentes nos pacientes IFNGR2-c (a) e
IFNGR2-c (b) também ocasionou a auséncia de aumento da expressao do
gene NCF1 estimulada por INF-y. O defeito completo do receptor 1 do IFN-y
e o defeito parcial deste receptor (IFNGR1-pr), também impediu o aumento
significativo da expressao do gene NCF2 frente ao estimulo com IFN-y.

A MSMD é definida por doenca clinica severa causada por espécies
de micobactérias fracamente virulentas, tais como vacinas de BCG e
micobactérias nao tuberculinicas (Levin, et al., 1995; Casanova, et al.,
1995; Casanova, et al., 1996; Dorman e Holland, 2000; Casanova e Abel,
2002). Nesta sindrome, também ha doencas causadas por espécies
tifoidais e nao-tifoidais de Salmonella (Dorman e Holland, 2000; Casanova
Abel, 2002; MacLennan, et al., 2004). Mutacoes nos receptores IFNGR1 e
IFNGR2 estao associadas a infeccoes micobacterianas, sendo as mutacoes
no IFNGR1 (60 pacientes) mais prevalentes do que as mutacdes no
IFNGR2 (4 pacientes). Os patogenos mais freqlientes em pacientes com
mutacoes no IFNGR1 sao as micobactérias ambientais e o bacilo de
Calmette-Guérin (BCG) (Rosenzweig e Holland 2005). Nossos resultados
acerca da hipotese de influéncia dos defeitos nos receptores IFNGR1 e
IFNGR2 sobre a expressao dos genes NCF1 e NCF2 dao sustentacao a
sobreposicdo clinica de susceptibilidade a micobactérias por parte de
pacientes com DGC e pacientes com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y
(Rosenzweig e Holland, 2005; Alcais, et al., 2005; Lau, et al., 1998;
Movahedi, et al., 2004; Bustamante, et al., 2007; Barese, et al., 2004).

Pneumococcus sp. € o mais comum dos agentes infecciosos em
pacientes com EDA-ID, encontrado em mais de 80% dos pacientes
(Doffinger, et al., 2001; Courtois, et al., 2003; Winkelstein, et al., 2000),
enquanto que Pneumococcus sp. € outros microorganismos catalase-
positivos nado sao associados com a DGC (Winkelstein, et al., 2000). No

entanto, Staphylococcus sp. € tanto o segundo agente infeccioso mais
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causador de doencas em pacientes com EDA-ID quanto o patogeno mais
frequente em pacientes com DGC. Pacientes com EDA-ID também
mostram aumento na susceptibilidade a infeccoes por micobactéria
(Doffinger, et al., 2001; Dupuis-Girod, et al., 2002; Filipe-Santos, et al.,
2006b). A EDA-ID ligada ao X devido a mutacao hipermorfica no NEMO foi
primeiramente reportada em um garoto que morreu de tuberculose (Frix e
Bronson, 1986), mas pacientes com EDA-ID freqientemente se
apresentam com infeccoes causadas por micobactérias menos virulentas,
tais como M. avium (Filipe-Santos, et al., 2006b). Pacientes com DGC sao
susceptiveis a Mycobacterium tuberculosis (Alcais, et al., 2005; Lau, et al.,
1998; Movahedi, et al., 2004; Bustamante, et al., 2007; Barese, et al.,
2004) e, em regides onde sao feitas imunizacoes com o bacilo de Calmette-
Guérin (BCG), estes pacientes freqlientemente apresentam reacoes
adversas a esta imunizacao.

O presente estudo sugere que defeitos comuns na atividade da
NADPH oxidase podem prover uma base para a sobreposicao clinica
existente entre casos de DGC, EDA-ID e defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y.
As diferencas fenotipicas provavelmente ocorrem porque o NF-kB € um
fator de transcricao ubiquo no sistema imunologico, envolvido na
expressao de genes relacionados nao somente a imunidade inata, mas
também a imunidade adquirida. Entretanto, como a literatura meédica
apresenta descricoes de cerca de 3000 pacientes com DGC, mas somente
aproximadamente 40 pacientes com EDA-ID (aliais, somente recentemente
a EDA-ID foi classificada como wuma imunodeficiéncia primaria
independente, World Health Organization, 1999) e pouco mais de 220
pacientes com MSMD, atualmente, a comparacédo de fenotipos clinicos s6
pode ser especulada. Ainda nao é sabido se os patéogenos mais comuns
nas infeccoes encontradas em pacientes com DGC ameacam a maioria dos
pacientes com EDA-ID, ou somente a um subconjunto destes pacientes
com mutacoes especificas. Em particular, doencas estafilococcicas, que
sao comuns tanto em pacientes com DGC quanto em pacientes com EDA-

ID, podem, em parte, refletir diminuicao na funcao do “burst” respiratorio.
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Esta hipotese sera testada em futuros trabalhos sobre a funcao fagocitica
em leucocitos de pacientes com mutacoes no NEMO, com variados graus
de severidade.

As concordancias sobre a inibicdo da expressao dos genes CYBB,
relatado por Prando (2008), e a inibicao da expressao dos genes NCFI e
NCF2, relatados no presente estudo, tornam claro o envolvimento do
sistema NADPH oxidase na origem de patologias ocorrentes em pacientes
com defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y, de acordo com o nosso modelo de
estudo.

Futuros estudos examinando fagocitos de pacientes EDA-ID e com
defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y, com relacdo ao “burst” oxidativo e a
atividade microbicida ajudardao na correlacao entre mutacoes especificas
na via de ativacao do NF-kB, moléculas relacionadas ao eixo IL-12/23-
IFN-y e defeitos bioquimicos, assim como sua relacao com agentes

causadores de infeccoes.
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6 CONCLUSOES

1. O NF-kB € necessario para a expressao dos genes NCF1 e NCF2 e,

consequentemente, para a atividade da NADPH oxidase;

2. As analises computacionais sobre os possiveis sitios de ligacao
funcionais para as subunidades p50 e/ou p6S do NF-kB nas regides
“upstream” aos genes estudados, juntamente com os dados de expressao
génica obtidos nos modelos de linhagens celulares empregados, apontam

para uma possivel ligacao funcional do NF-kB aos genes NCF1 e NCF2;

3. Defeitos na via de ativacao do NF-kB encontrados em certas
formas de displasia ectodérmica levam a um defeito funcional similar ao
encontrado em leucoécitos de pacientes com DGC, em adicao aos
conhecidos defeitos imunologicos, e podem contribuir para agravar esta

imunodeficiéncia;

4. Defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y também prejudicam a expressao
dos genes NCFI1 e NCF2. O sistema NADPH oxidase também esta
comprometido nos pacientes com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y,

especificamente, defeitos nos receptores IFNGR1 e IFNGR2.
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