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Doenca granulomatosa cronica autossomica:
relato de caso e analise genético-molecular
de dois irmaos brasileiros

Autosomal chronic granulomatous disease:
case report and mutation analysis of two Brazilian siblings

Carolina Prando-Andradel, Piedad Agudelo-Florez2, Juan A. Lopez3,
Maria Aparecida de Souza Paiva?, Beatriz T. Costa-Carvalho5, Antonio Condino-Neto®

Resumo

Objetivo: Relatar dois casos de irmdos com doenga granulomatosa
cronica. A doenga granulomatosa crénica € uma imunodeficiéncia
primaria caracterizada por atividade microbicida deficiente. Mutagdes
no gene que codifica a proteina p47-phox (NCF-1) estdo presentes em
30% dos casos de doenga granulomatosa cronica. Essa forma da doenga
é de heranga autoss6mica recessiva e resulta em fendtipo de evolugdo
mais benigno e inicio tardio em relagdo a forma ligada ao X, que
corresponde a 56% dos casos.

Descrigao: Caso 1 - paciente feminina, iniciou infecgbes de
repetigdo aos 10 anos, com impetigo, seguido de pneumonia grave 6
meses apos. A gravidade da infecgdo pulmonar associada a abscesso
hepatico e sua refratariedade ao tratamento demandaram investigagdo
laboratorial para imunodeficiéncia, com teste do nitroblue tetrazolium
e dosagem de anion superéxido compativeis com doenga granulomato-
sa crbnica. A avaliagdo dos familiares confirmou o mesmo diagndstico
em seu irméo (Caso 2), que também iniciou infecgdes de repetigdo com
impetigo aos 10 anos e pneumonia 6 meses apds, porém tratada com
sucesso ambulatorialmente. A andlise de polimorfismo conformacional
de cadeia simples revelou alteragdo da mobilidade eletroforética do
éxon 2 do gene NCF-1. Identificou-se uma delegéo dos nucleotideos GT
no éxon 2 por seqiienciamento do DNA.

Comentarios: Este estudo mostra a importancia da avaliagdo de
familiares, mesmo quando ndo apresentam histéria clinica tipica de
doenga granulomatosa cronica. A identificagdo da mutagdo e sua
correlagdo com o fenoétipo dos pacientes é importante para estabelecer
o prognostico e o aconselhamento genético.
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Abstract

Objective: To report the case of two siblings with chronic
granulomatous disease. Chronic granulomatous disease is a primary
immunodeficiency disorder characterized by abnormal microbicidal
activity. Mutations in the p47-phox gene (NCF-1) are present in about
30% of the patients with chronic granulomatous disease; this group
presents a better prognosis and later onset of recurrent infections as
compared with the X-linked variant, present in about 56% of patients.

Description: Case 1 is a female presenting repeat infections since
age 10, starting with impetigo followed by severe pneumonia six
months later. The severity of the lung infection associated with liver
abscess and the patient’s resistance to treatment prompted laboratory
investigation for immunodeficiency. The results of the nitroblue
tetrazolium and superoxide release tests were consistent with a diagnosis
of chronic granulomatous disease. The parents and siblings were
assessed, revealing the presence of granulomatous disease in a brother
(Case 2). He also presented repeat infections with impetigo at age 10,
followed by pneumonia six months later, howeverin a non severe form.
Single-strand conformational polymorphism analysis detected abnormal
electrophoretic mobility of exon 2 of the NCF-1 gene. Sequence DNA
analysis revealed a dinucleotide GT deletion in exon 2.

Comments: It is important to evaluate the relatives of chronic
granulomatous disease patients, even in the absence of typical clinical
signs. Defining the mutation and its correlation with phenotype is
important to provide appropriate genetic counseling and clinical
prognosis.

J Pediatr (Rio J). 2004;80(5):425-8: Chronic granulomatous disease,
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Introducgao

A doenca granulomatosa cronica (DGC) é uma sindrome
caracterizada por alteragGes genéticas que determinam um
defeito na produgdo dos reativos intermediarios do oxigé-
nio, interferindo na capacidade dos leucdcitos de destruir
microrganismos fagocitados?.

A incidéncia da DGC é de aproximadamente 1:250.000
nascidos vivosZ2.

Uma alteragdo genética na gp91-phox, p22-phox, p47-
phox ou p67-phox, proteinas que fazem parte do sistema
NADPH oxidase, pode determinar falha da expressao e/ou
fungdo deste sistema transportador de elétrons, levando ao
fenotipo da DGC3.

A forma mais comum de DGC é causada por um defeito
na gp91-phox, que tem padrdo hereditario ligado ao cro-
mossomo X (X-DGC, 56%), seguida pelas formas autosso-
micas recessivas por alteracdo na p47-phox (A47-DGC,
30%), p22-phox (A22-DGC, 5a 7%) e p67-phox (A67-DGC,
5a 7%)2.

Clinicamente, a DGC caracteriza-se por infecgdes de
repeticdo por microrganismos catalase-positivos, principal-
mente Staphylococcus aureus, bactérias gram-negativas e
Aspergillus, além de microrganismos intracelulares, como
Pneumocystis carinii e Mycobacterium spp, que acometem
com freqliéncia pele, pulmdes, figado, baco, linfonodos e
0ss0s2. Pode ocorrer formagio de granulomas inflamatérios
em trato gastrointestinal e vias urinarias, causando sinto-
mas obstrutivos em eséfago, estdbmago ou duodeno?, além
de manifestagGes que se assemelham a doenga inflamatoéria
intestinal®.

Os pacientes com heranga ligada ao X apresentam
manifestacdes mais precoces, no primeiro ano de vida, e o
diagndstico é feito, em geral, antes dos 2 anos?:6, Além
disso, as infecgGes costumam ser mais graves e o nimero
de hospitalizagdes maior em relacdo aos pacientes com
heranga autossémica recessiva?:®,

De acordo com o Grupo Pan-Americano de Estudo em
Imunodeficiéncias Primarias (PAGID), o diagndstico de DGC
é estabelecido para o individuo do sexo masculino ou
feminino com teste do nitroblue tetrazolium (NBT) ou
explosdo respiratéria de neutrofilos alterados (menor que
5% dos controles) e que apresentem: mutagdo na gp91-
phox, p22-phox, p47-phox ou p67-phox ou auséncia de
mRNA observado por analise de Northern blot para um dos
genes citados ou made, primos, tios ou sobrinhos com
alteracdo no teste de NBT ou explosdo respiratéria’.
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O teste do NBT em lamina é um método bastante util
para o diagnostico da DGC e também permite detectar as
portadoras do defeito (m&e, irm&s) nos casos de X-DGCS8.

Este estudo apresenta a analise clinica, bioquimica e
molecular de dois irmdos com DGC autossOmica recessiva
por defeito na p47-phox.

Descricao dos casos

I

—

D_
e m

1 2 3

Caso 1 (I1.2 - Adr.O.M., sexo feminino)

Segunda filha de pais ndo-consangliineos. Recebeu
imunizacdo bdsica completa, sem reacdes adversas, e
apresentava desenvolvimento pondero-estatural e neuro-
psicomotor adequados.

Em junho de 1992, com 10 anos de idade, apresentou
pneumonia tratada por dois periodos de 15 dias com
ampicilina, seguidos de 45 dias de esquema triplice para
tuberculose, sem melhora. Recebeu, entdo, cefalotina e
cloranfenicol, evoluindo com discreta melhora clinica e
radioldgica. A bidpsia pulmonar realizada nesta fase do
tratamento evidenciou reagdo inflamatdria inespecifica com
infiltrado linfo-histiocitario e presenca de granulécitos de
células gigantes multinucleadas e circundados por fibrose;
a cultura deste material para fungos e bactérias resultou
negativa. A cultura de lavado bronco-alveolar foi positiva
para Candida sp e Streptococcus pneumoniae.

A paciente evoluiu com pneumopatia crénica, necessi-
tando novas internagdes em fevereiro, para tratamento de
pneumonia e abscesso hepatico, e em abril de 1993. Nessa
época, foi estabelecido o diagndstico de DGC por redugdo do
NBT em granulécitos estimulados com forbol miristato
acetato (PMA) (1 pg/ml) < 5% em relagao ao controle sadio
e a mde da paciente. Do mesmo modo, a produgdo de anion
superdxido em resposta ao estimulo com PMA (30nM) na
presenca de citocromo C (80 uM) foi muito baixa em relagéo
ao controle sadio e a mae (Tabela 1).

Recebeu alta da ultima internacdo com ciprofloxacina e

interferon gama humano recombinante, apresentando con-
trole moderado da pneumopatia.

Tabela 1 - Dosagem de anion superdxido dos pacientes com DGC

Paciente PMN esp* PMN PMAT MONO esp* MONO PMAS
Adr.0.M. 1,0 1,03 -1,33 0,37
Ade.O.M. -0,01 1,94 0,37 0,37
Controle 5,12 13,04 1,75 12,94

* Liberagédo espontanea de anion superéxido por polimorfonucleares.

T Liberagdo de anion superéxido por polimorfonucleares estimulados com forbol miristato acetato (PMA).
t Liberagdo espontanea de anion superéxido por mononucleares.

§

Liberagao de anion superéxido por mononucleares estimulados com PMA.
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No ano seguinte, interrompeu o uso de interferon
gama e, desde entdo, mantém uso irregular de sulfame-
toxazol e trimetoprim. Evoluiu com melhora importante
da pneumopatia, com fungdo pulmonar normal. No peri-
odo de 9 anos de acompanhamento, apresentou bartoli-
nite (1999) e uma pneumonia (2003), ambas tratadas
ambulatorialmente com sucesso.

Caso 2 (I1.3 - Ade.O.M., sexo masculino)

Assim como sua irmd, recebeu imunizagdo baésica
completa, sem reagdes adversas, e sempre apresentou
desenvolvimento pdéndero-estatural e neuropsicomotor
adequados.

Apresentou trés episddios de impetigo acometendo
regido axilar bilateral e membros inferiores no ano de 2000.
Em janeiro de 2001, apresentou pneumonia tratada por 10
dias com sulfametoxazol e trimetoprim.

Entre os meses de agosto e dezembro de 2001, apresen-
tou mais dois episodios de impetigo, com resposta adequa-
da a tratamento antibidtico.

O irmdo mais velho, a mae e o pai dos pacientes eram
assintomaticos.

A apresentacdo da doenca em ambos os sexos sugeria
DGC com padrdao de heranca autossémica recessiva, ou
seja, alteracdo nas proteinas p47, p67 ou p22-phox. Entre
essas formas de DGC, aquela que apresenta evolugdo
clinica favoravel, como apresentado nos pacientes aqui
descritos, corresponde a A47-DGC. Para determinar se este
era o componente alterado do sistema NADPH oxidase, foi
realizada inicialmente analise de polimorfismo conformaci-
onal de cadeia simples (SSCP) para a proteina p47-phox.
Este método permite detectar mutacGes através da visua-
lizagao da conformagdo tridimensional do DNA. Sabendo-se
que a grande maioria dos pacientes com A47-DGC apresen-
ta uma delecdo homozigota dos nucleotideos GT no inicio do
éxon 2 do gene NCF-1 (nimero de acesso no Gen Bank NM
000265), realizou-se reagao de cadeia de polimerase (PCR)
com o oligonucleotideo 48F-451R. Para isso, utilizamos DNA
gendmico (gDNA) em PCR, que é submetido a uma corrida
eletroforética em condigdes desnaturantes. Observou-se
um padrdo de migragao distinto nos dois pacientes, em
comparagdo com dois individuos sadios (Figura 1).

A seguir foi realizado o seqlienciamento desta regiao
especifica do DNA utilizando-se kit comercial (DNA Se-
quencing Kit, Big Dye Terminator Cycle Sequencing Rea-
dy Reaction for ABI 377 PE/Applied Biosystems), confor-
me previamente publicado, confirmando que ambos os
pacientes apresentam a delecdo GT (AGT) no inicio do
éxon 2 (Figura 2).

Comentarios

As alteragbes na atividade da NADPH oxidase, caracte-
risticas da DGC, resultam em deficiéncia importante que
envolve a etapa inicial da defesa as infecgées. Como ha
amplo contato entre agentes do meio externo e a pele e as
mucosas do trato respiratorio e gastrointestinal (barreiras
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Figura 1 - Polimorfismo conformacional de cadeia simples de
pacientes com DGC: perfil migratério do éxon 2 do
gene NCF-1. Note-se o perfil migratorio alterado nos
pacientes (Adr, Ade) em relagdo aos individuos
normais (N). No padrdo de heranga autossémica
recessiva, a mutagdo apresenta-se na formahomo-
zigota, e, portanto, na corrida eletroforética, as
duas bandas do DNA se sobrepdem (Adr, Ade)

A Intran 1 Exon 2

Figura 2 - Sequenciamento do DNA gendmico de pacientes
com DGC e controle: andlise da sequiéncia do éxon
2 do gene NCF-1. A: Paciente Adr. Observa-se uma
delegdo GT (AGT) no inicio do éxon 2. B: Paciente
Ade. Observa-se a mesma mutagdo AGT no inicio do
éxon 2. C: Controle, note-se a dupla sequiéncia do
gene NCF-1 (sequéncia superior) pela presenca do
pseudogene (seqliénciainferior) e, em destaque, as
bases G (em preto) e T (em vermelho), que ndo
aparecem nas figuras 2A e 2B
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naturais do organismo), estes locais, juntamente com seus
tecidos adjacentes, constituem os alvos primarios de inva-
sdo microbiana e sdo sitios freqlientes de processos infec-
ciosos em pacientes com DGC2:9, Ambos os pacientes deste
estudo apresentaram inicio tardio de quadros infecciosos, e
apenas Adr.0.M. apresentou infeccdo grave. Além das
infeccOes de pele e pulmdes e abscesso hepatico, eles ndo
apresentaram outros quadros infecciosos freqlientes na
DGC, como abscessos de partes moles, adenite supurada e
osteomielite.

As infecgdes pulmonares constituem a forma mais co-
mum de infeccdo invasiva na DGC2?, e o envolvimento
pulmonar esta associado a aumento significativo da morbi-
dade e da mortalidade, uma vez que pneumonias de
repeticdo podem evoluir para bronquiectasia e fibrose
pulmonar.

Embora a topografia dos processos infecciosos seja
sugestiva de imunodeficiéncia de fagocitos, a evolugao
favoravel contrasta com as descricbes de pacientes com
DGC10, Recentemente, a casuistica de 368 pacientes apre-
sentada por Winkelstein et al. demonstrou maior precocida-
de em relagdo ao inicio dos sintomas e maior taxa de
mortalidade nos pacientes com X-DGC (p < 0,02)2. Além
disso, foi observada maior prevaléncia de manifestagdes
inflamatdrias causando obstrucdo gastrica e urinaria e de
determinados tipos de infecgao (abscesso perirretal, adeni-
te supurativa e septicemia) em pacientes com X-DGC?2,

Segundo alguns autores, a evolucdao mais favoravel
observada na A47-DGC poderia ser atribuida a uma produ-
cdo residual de superoxido e perdxido de hidrogénio por
neutrdéfilos deficientes de p47-phox!i. Entretanto, observa-
mos niveis extremamente baixos nos pacientes deste estu-
do, semelhantes aos niveis de outros pacientes brasileiros
com X-DGC!Z2,

Outra caracteristica importante da A47-DGC é o fato de
se encontrar a mesma mutagdo no gene NCF-1 entre as
diferentes familias, ao contrario da X-DGC, onde existem
300 mutagoes descritas, 200 das quais sdo exclusivas para
cada familial3. Entre os 82 pacientes com alteragdo na p47-
phox estudados até o ano de 2000, 74 apresentavam a
mesma mutagdo, uma delegcdo homozigota do nucleotideo
GT, correspondente as quatro primeiras bases do segundo
éxon do gene NCF-1. Os demais pacientes eram heterozigo-
tos para a delegcdo GT (n = 6) ou apresentavam outra
mutacdo associada & delecdo GT (n = 2)4. A elevada
freqUéncia da delegcdo GT no inicio do éxon 2 do gene NCF-
1 em pacientes ndo aparentados com alteragdo na p47-phox
é explicada pela presenca de um pseudogene altamente
homdlogo que, por meio de fen6menos de recombinagdo
meiotica, faz com que o gene normal seja eliminado ou
convertido a seqiiéncia anormall5. Duas novas mutagdes no
gene NCF-1 foram recentemente identificadas: uma muta-
¢ao homozigota G579A, com a formagao de um stop codon,
sendo os pais deste paciente heterozigotos para tal muta-
¢8o; e, no segundo caso, uma mutac&o heterozigota G579A16,

Estudos que mostrem aspectos clinicos e moleculares
correlacionados com a DGC sdo importantes para o estabe-
lecimento de progndstico, aconselhamento genético ade-
quado e eventual terapéutica no futuro.

Doenga granulomatosa cronica autossémica - Prando-Andrade C et alii

A pesquisa de DGC em familiares de pacientes ja
diagnosticados deve ser considerada mesmo quando os
familiares ndo apresentem sinais e sintomas clinicos
caracteristicos. Talvez as formas autossGmicas recessi-
vas de DGC possam ocorrer com maior freqtiéncia do que
o observado até o momento se pesquisadas com mais
frequéncia e profundidade.
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