CARACTERIZACAO CLINICA, IMUNOLOGICA E MOLECULAR DE PACIENTES
PORTADORES DE DOENCA GRANULOMATOSA CRONICA ATENDIDOS NO

INSTITUTO DE MEDICINA INTEGRAL PROF. FERNANDO FIGUEIRA (IMIP)

CLINICAL, IMMUNOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERISTICS OF
CHRONIC GRANULOMATOUS DISEASE PATIENTS SEEN AT INSTITUTO DE

MEDICINA INTEGRAL PROF. FERNANDO FIGUEIRA (IMIP)

Jodo Henrigue de Andrade Torres
Académico do curso de medicina. Faculdade Pernambucana de Saude. Recife, PE. Brasil.

Livia Cardoso Pimentel
Académica do curso de medicina. Faculdade Pernambucana de Saude. Recife, PE. Brasil.

Paula Teixeira Lyra Marques
Médica assistente do Servico de Imunologia Clinica do IMIP. Recife, PE. Brasil.

Edvaldo da Silva Souza
Médico assistente do Servico de Imunologia Clinica do IMIP. Recife, PE. Brasil.

Ana Carla Augusto Moura Falcéo
Médica assistente do Servico de Imunologia Clinica do IMIP. Recife, PE. Brasil.

Leuridan Cavalcante Torres

Diretora de Pesquisa e do Laboratdrio de Pesquisa Translacional do IMIP. Recife, PE. Brasil.

Jodo Bosco de Oliveira Filho
Pesquisador do Servico de Imunologia Clinica do IMIP. Recife, PE. Brasil.

Fonte de auxilio:
CNPqg- Bolsa Jovem Talento



RESUMO

Objetivos: Descrever aspectos clinicos e imunologicos de pacientes portadores de Doenca
Granulomatosa Cronica (DGC). Método: Revisdo de prontuarios de 9 pacientes portadores
de DGC acompanhados no Servico de Imunologia Clinica do Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira (IMIP), de marco de 2013 a julho de 2015. Para a avaliacdo funcional
de neutrdfilos (producédo de anion superoxido) foi utilizado o teste da Dihidrorodamina 123
(DHR 123). Avaliacdo molecular foi realizada em 2 pacientes. A pesquisa seguiu as regras do
Conselho Nacional de Saude para pesquisas com seres humanos. Resultados: 6 pacientes do
sexo masculino e 3 pacientes do sexo feminino. A idade média do diagnostico foi de 5,8 anos.
As infecgbes mais frequentes foram pneumonia (7), abscessos (3) e BCGite (3). Colite foi
observada em 4 pacientes. Os agentes etiologicos mais comuns Staphylococcus aureus (5),
Aspergillus (3) e Klebsiella (2). Sequenciamento genético foi realizado em dois pacientes e
detectada a mutacdo patogénica c.1162delG, p.D388fs no gene CYBB. Conclusdes: Estes sdo
os resultados preliminares da avaliacdo de um pequeno grupo de pacientes com DGC.
Pneumonia, abscessos e BCGite foram o sinal de alerta para o diagnostico. Sequenciamento
de DNA foi realizado em dois pacientes com mutaces CYBB e em andamento para os

demais pacientes.

Palavras-chave:  pneumonia,abscessos, BCGite, doenca granulomatosa cronica,

dihidrorodamina.



ABSTRACT

Objectives: Evaluate the clinical and immunological features of a group of pediatric patients
with chronic granulomatous disease (CGD). Methods: Medical charts of 9 CGD patients
were reviewed from march 2013 to june 2015 from IMIP Clinical Immunology Department.
Neutrophil oxidative burst evaluated by flow cytometry using the dihydrorhodamine 123
(DHR) assay; and DNA sequencing (2 patients) for mutation analysis data, were done. The
research followed all rules of National Health Council for researches with human beings.
Results: 6 patients were male and 3 were female. The average age at diagnosis was 5,8 years.
The most common infections were pneumonia (7), abscesses (3) and BCGite (3). Colitis was
observed in 4 patients. The most common etiological agents were Staphylococcus aureus (5),
Aspergillus (3) and Klebsiella (2). Genetic sequencing was performed in two patients and
detected the pathogenic mutation c.1162delG, p.D388fs in CYBB gene. Bone marrow
transplant was performed in two patients. All patients received antifungal prophylaxis and
antimicrobial. Conclusions: These are preliminary results from the evaluation of group CGD
patients. Pneumonia and abscesses were the warning sings for the diagnosis, besides the
ocurrence of BCGite. DNA sequencing was performed in two patients, which demonstrated

CYBB mutations. Mutation analysis is ongoing for the remaining patients.
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dihydrorhodamine.



INTRODUCAO

A doenca granulomatosa cronica (DGC) é uma imunodeficiéncia priméaria rara de
fagocitos (neutrofilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos), causada por alteraces genéticas
que resultam num defeito no complexo enzimatico nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidase (NADPH oxidase). O complexo NADPH oxidase é responsavel pelo burst
respiratorio dos fagocitos e producdo de superoxido, importantes na destruicdo de
microorganismos fagocitados®. A prevaléncia estimada da doenca é de 1:200.000-1:250.000
nascidos vivos, conforme a populagio estudada®>.

As alteracOes genéticas determinantes da doenca podem ser ligadas ao cromossomo X,
por mutacdo no gene CYBB, que codifica a glicoproteina gp91°"™ da NADPH oxidase; ou
autossdmicas recessivas, onde outros componentes do complexo enzimatico sdo afetados,
como p22°"(mutacBes de gene CYBA), p47°"™* (NCF1), p67phox(NCF2) e p40P"™(NCF4). A
forma mais comum de apresentacdo, em 70% dos casos, € ligada ao X, causada por mutacdes
em CYBB (gp91°"™) e 20% dos casos sdo recessivos, por mutagdes em NCF1 (p47°"%) 2,

Caracteriza-se clinicamente por infeccdes bacterianas e/ou flngicas recorrentes ou
persistentes, desregulacdo de resposta inflamatéria com formacdo de granulomas e outras
desordens inflamatérias como a colite. As infeccBes envolvem tipicamente o pulméo
(pneumonia), linfonodos (linfadenite), figado (abscesso), o0ssos (osteomielite) e pele
(abscessos ou celulites). Os granulomas sdo mais frequentes no trato gastrointestinal e
genitourinério. A DGC ligada ao cromossomo X manifesta-se usualmente nos primeiros
meses de vida, com infeccBes recorrentes e mais graves, com elevada morbimortalidade,
quando comparada com a forma autossdmica recessiva’.

Esta imunodeficiéncia primaria deve ser suspeitada em todos os individuos com

historico de infecgdes precoces e recorrentes, causadas por microrganismos catalase-positivos,



particularmente, Staphylococcus aureus, Nocardia species e bactérias gram-negativas
Serratia marcescens, Burkholderia (Pseudomonas) cepacia complex e Aspergillus species. Os
pacientes portadores de DGC apresentam tambeém maior susceptibilidade a infec¢bes por
micobactérias, principalmente relacionadas a vacina BCG e tuberculose. Manifestagdes
autoimunes sao comuns, como purpura trombocitopénica, (artrite idiopatica juvenil) e doenca
pulmonar autoimune, entre outras’®.

O diagndstico pode ser realizado através do teste de reducédo nitrobluetetrazolio (NBT)
ou através da avaliacdo funcional de neutrofilos (producdo de anion superoxido) usando-se o
teste de dihidrorodamina 123 (DHR 123)°. O teste de DHR avalia a capacidade de oxidacdo
dos neutréfilos com e sem estimulo por phorbol myrisateacetate (PMA), por citometria de
fluxo. O teste de DHR ¢é preferivel por causa de sua capacidade de distinguir pacientes com
forma da doenca ligada ao X dos pacientes da forma autossémica recessiva p47-phox. Outras
vantagens do DHR séo a grande sensibilidade, facilidade de execucao e baixo custo. O teste
também pode detectar mées portadoras, nos casos ligados ao X, sem necessidade de testes
genéticos™®.

Nas ultimas décadas, a profilaxia antimicrobiana para os pacientes portadores de DGC
reduziu significativamente a incidéncia de infec¢bes, com melhora da sobrevida. O
antimicrobiano recomendado é a sulfametoxazol-trimetropim e o antifdngico,
preferencialmente, o itraconazol™. Em alguns centros, especialmente nos Estados Unidos,
utiliza-se terapia imunomodulatéria com interferongama subcutaneo (IFNy). O transplante de
medula dssea constitui, atualmente, o Unico tratamento curativo disponivel para esse grupo de
pacientes'?.

Nesse estudo foram revisadas as caracteristicas clinicas, laboratoriais e genéticas dos

pacientes com DGC acompanhados no IMIP.



METODO

Realizou-se um estudo descritivo, através da revisdo de prontuarios de nove pacientes
com diagnostico de DGC atendidos no ambulatério de Imunologia do IMIP entre marco de
2013 a julho de 2015. A coleta de dados foi realizada por meio de formulario especifico com
dados sobre idade dos pacientes, sexo, idade de inicio de sintomas, idade ao diagndstico,
historico de infecgdes, nimero de admissGes hospitalares, comorbidades, historia familiar,

medicacdes em uso e avaliacdo laboratorial — teste DHR e avaliacdo molecular, se disponivel.

Foram coletados também dados referentes a evolugdo clinica dos pacientes apds o
diagnostico e profilaxia antimicrobiana — historico de infecgdes (nUmero e agentes isolados),

internacOes, manifestacGes autoimunes e transplante de medula déssea.

Os individuos incluidos no estudo foram criancas, adolescentes e adultos com
diagnostico de doenca granulomatosa crénica (DGC) diagnosticados através do teste de DHR.
O exame foi realizado no Laboratério de Pesquisa Translacional do IMIP no citdmetro de
fluxo FACSVERSE (BD Bioscience). Os pacientes acompanhados por suspeita de DGC que

ndo realizaram o teste de DHR ndo foram incluidos no presente estudo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do IMIP.
Todos os pacientes e/ou responsaveis foram convidados a participar da pesquisa durante a
visita ao ambulatério e foram informados dos objetivos da pesquisa. Todos os pacientes e/ou
responsaveis concordaram em participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE).



RESULTADOS

Dentre os pacientes avaliados, 6 foram do sexo masculino (66,7%) e trés do sexo
feminino (33,3%) com idade média de diagnostico de 5,8 anos (Tabela 1)

A infeccdo mais frequente foi pneumonia, em sete pacientes, seguida de abscessos- um
abscesso hepatico, um abscesso cervical e um abscesso perianal (Tabela 1). Trés pacientes
apresentaram reacdo localizada a vacinacdo BCG, trés apresentaram infec¢do urinaria e um
teve uma otite média aguda (Grafico 1). Staphylococcus aureus foi 0 agente etiolégico mais
prevalente, sendo isolado em cinco pacientes, seguido de Aspergillus em trés pacientes e
Klebsiella em dois pacientes (Tabela 2).

Apenas dois pacientes apresentavam histéria familiar positiva para infeccdes de
repeticdo ou dbitos na primeira infancia em individuos do sexo masculino. Um paciente, do
sexo feminino, evoluiu com doencas autoimunes: tireoidite de Hashimoto e puarpura
trombocitopénica imune.

Todos o0s pacientes iniciaram profilaxia antimicrobiana com sulfametoxazol-
trimetoprim e antifingica com itraconazol, ap6s confirmacdo do diagndstico. Alguns
pacientes ja recebiam tratamento profilatico pela forte suspeita clinica e histdria familiar,
como no caso de irmaos gemelares, antes mesmo da realizacdo do DHR.

O sequenciamento genético foi realizado em dois pacientes, que detectou mutacao
patogénica c.1162delG, p.D388fs no gene CYBB em ambos. Essa mutacdo leva a perda de
uma base de DNA, com perda do frame de leitura do RNA mensageiro e consequente
producdo de uma proteina truncada, que se degrada precocemente.

O acompanhamento clinico apo6s iniciado o tratamento profilatico demonstrou que
cinco pacientes necessitaram de pelo menos um internamento hospitalar. Um paciente foi a
obito no periodo do presente estudo. Dois pacientes realizaram transplante de medula dssea

HLA ndo aparentado.



Tabela 1

Idade (anos)  ldade de Defeito Idade do Historicode  Abscesso Profilaxia Internacgdes
Sexo iniciodos  Molecular  Diagndstico Infecgdes
sintomas

18 Anos 16 anos 6 Pneumonia, Hepatico Sulfametoxazol,
Feminino meses Furunculose, Trimetoprim,
OMA Itraconazol

3 Anos gp91""* 11 meses Pneumonia, Sulfametoxazol,

Masculino BCGite Trimetoprim,
Itraconazol

3 Anos 3 meses 1 ano Pneumonia, Sulfametoxazol, 2
Masculino ITU Trimetoprim,
Itraconazol

22 Anos 5 anos 22 anos Pneumonia, Sulfametoxazol, 3
Masculino Actinomicose, Trimetoprim,
Adenite, Itraconazol

Infecgdo por
micobactéria
BCGite



Tabela 2 - Evolucgdo po6s-diagnostico

Idade (anos)  Abscesso Historico de Culturas Internacgoes Auto- Transplante de
Sexo infecgdes isoladas imunidade medula 6ssea

18 Anos Pneumonia, Staphylococcus 2 Tireoidite de
Feminino encefalite, aureus Hashimoto,
varicela PTI
disseminada

3 Anos Perianal, Meningite Aspergillus, 7 HLA néo
Masculino peritoneal fangica com Staphylococcus aparentado
hidrocefalia aureus,
hipertensiva, Klebsiella
Pneumonia, pneumoniae,
Infeccéo por Sphingomonas
micobactéria, paucimobilis,
Diarreia Acinetobacter
baumannii,

Escherichia coli,
Staphylococcus
epidermidis,
Candida
parapsilosis

3 Anos Furunculose Lesoes orais Staphylococcus 1
Masculino aftosas aureus

22 Anos 0
Masculino
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DISCUSSAO

No presente estudo, a prevaléncia de doenca granulomatosa crénica foi maior no sexo
masculino, por ser a forma ligada ao X mais prevalente. A idade média do diagnostico de 5,8
anos foi superior a 2,5 — 3 anos descrita em outras séries de casos, apesar do inicio dos
sintomas ocorrerem, na maioria dos pacientes, antes do primeiro ano de vida. I1sso sugere uma
falta de reconhecimento clinico dessa entidade, levando a um atraso diagnaostico.

Pneumonia foi a infec¢do mais frequente, em 70% dos casos, semelhante ao descrito
na literatura e ao registro da Sociedade Latinoamericana de Imunodeficiéncias (LASID).
Destaca-se também a ocorréncia de reacdo localizada relacionada a BCG em 30% dos
pacientes, reforcando a suspeicdo diagnostica para imunodeficiencia primaria em pacientes
com BCGite localizada grave ou disseminada.

Dentre os agentes infecciosos, como esperado, S.aureus e Aspergillus foram os mais
comumente isolados neste grupo de pacientes avaliados. Assim como em estudo realizado no
Reino Unido e na Irlanda, pacientes em uso de tratamento profilatico ainda apresentaram
infeccBes graves bacterianas e fungicas. No nosso estudo, seis pacientes (66%) necessitaram
reinternacdo hospitalar, apesar da profilaxia antimicrobiana e antifingica, sendo o principal
agente etioldgico isolado Staphylococcus aureus.

Interessantemente, 2 pacientes, irmaos gemelares com mutacdo CYBB, evoluiram de
forma distintas. O GI com infec¢fes graves, invasivas e multiplas internacdes e o Gll, apenas,
com manifestagdes orais — gengivite e estomatite. Ambos foram submetidos ao transplante de
medula éssea HLA-ndo aparentado.

Dentre as manifestacdes inflamatorias, 44% dos pacientes avaliados evoluiram com
colite e em um dos pacientes de dificil controle, com necessidade de uso de corticdide oral e

mesalazina.



As manifestacbes autoimunes, comumente descritas na DGC, ocorreram apenas em

um paciente, sexo feminino e com idade superior a 15 anos.



CONCLUSAO

Estes sdo os resultados preliminares da avaliagdo de um pequeno grupo de pacientes
com doenca granulomatosa cronica. Destacam-se, como sinal de alerta para suspeita
diagnostica, as infeccBes (pneumonia e abscessos) de inicios precoces e recorrentes,
predominantemente, no sexo masculino. A ocorréncia de BCGite localizada e colite,
observadas em 30% e 40%, respectivamente, dos pacientes avaliados, também deve levar a
suspeita dessa patologia. A identificacdo e diagnostico precoces da DGC, com instituicdo da
antibioticoprofilaxia e encaminhamento para transplante de medula 6ssea, melhora bastante o

prognostico dos pacientes.
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