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RESUMO

FRANCA, T. T. Avaliacdo da formagdo de NETs em pacientes com deficiéncia de
CD40L. 2017. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Os neutrodfilos séo o tipo celular mais abundante na circulagdo humana e compdem a primeira
linha de defesa contra patdgenos nos sitios de infeccdo. Estudos recentes demonstram que as
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) formam uma estrutura extracelular capaz de
anular fatores de viruléncia e destruir microrganismos. Pacientes portadores da sindrome de
Hiper-IgM ligada ao X (X-HIGM), imunodeficiéncia rara causada por mutagfes no gene
codificante da molécula CD40 ligante (CD40L), apresentam grande susceptibilidade a
infeccdes, com alta incidéncia de infec¢des oportunistas causadas por fungos. Tendo em vista
que a resposta de neutrofilos apresenta grande importancia para o controle de infeccOes
fangicas e estudos que apontam influéncia da interacdo CD40-CD40L na granulopoiese,
propusemos investigar se a suscetibilidade aumentada a infeccGes em pacientes deficientes de
CDA40L poderiam estar relacionadas a falha na formacdo de NETs. A geracdo de NETS frente
ao estimulo com PMA mostrou-se diminuida nos pacientes deficientes de CD40L em
comparacdo com individuos saudaveis. A geracdo de EROs (espécies reativas do oxigénio)
frente a estimulacdo com PMA e C. albicans mostrou-se similar entre os dois grupos
avaliados, no entanto os pacientes deficientes de CD40L ndo foram capazes de aumentar a
producdo de EROs apos tratamento com IFN-y como observado nos individuos saudaveis.
Avaliacdo do estagio de maturacdo dos neutrofilos indica a presenca de neutréfilos periféricos
imaturos nos pacientes deficientes de CD40L. Os resultados obtidos indicam que pacientes
deficientes de CD40L apresentam falha na geracdo de NETs pela estimulacdo com PMA,
alteracdo possivelmente relacionada a maturagdo incompleta dos neutrofilos. O estudo
contribui para 0 avanco no conhecimento sobre a imunopatologia da deficiéncia do CD40L e
para elucidacdo dos mecanismos envolvidos na suscetibilidade aumentada a infeccdes em
pacientes deficientes de CD40L, além de abrir novas perspectivas para a elucidacdo da
interacdo CD40-CD40L e sua funcdo na resposta imune.

Palavras-chave: Neutréfilos. NETs. X-HIGM. Deficiéncia de CD40L. IFN- .



ABSTRACT

FRANCA, T. T. Evaluation of NET formation in CD40L-deficient patients. 2017. 80 p.
Masters thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2017,

Neutrophils are the most abundant cell type in human circulation and are the first line of
defense against pathogens at sites of infection. Recent studies have shown that neutrophil
extracellular traps (NETs) form an extracellular structure able to neutralize virulence factors
and destroy microorganisms. Patients with X-linked Hyper-IgM syndrome (X-HIGM), a rare
immunodeficiency caused by mutations in the gene encoding the molecule CD40 ligand
(CD40L), are highly susceptible to infections with elevated incidence of opportunistic
infections caused by fungi. Since neutrophil responses are important to control fungal
infection and studies indicate the influence of the CD40-CD40L interaction on granulopoiesis,
we proposed to investigate whether the increased susceptibility to infections in CD40L-
deficient patients could be related to failure in NET formation. NET formation against PMA
stimulus was decreased in CD40L-deficient patients compared to healthy subjects. ROS
generation against PMA and C. albicans was similar between the investigated groups,
although CD40L-deficient patients were not able to increase the production of ROS after
treatment with IFN-y as observed on healthy individuals. Evaluation of neutrophils’
maturation stage indicates the presence of immature peripheral neutrophils in CD40L-
deficient patients. The results indicate that CD40L-deficient patients present a failure in NET
generation in a stimulus-dependent manner, likely related to incomplete neutrophil
maturation. This study contributes to expand the knowledge on the immunopathology of
CDA40L deficiency and contributes to elucidate the mechanisms involved in increased
susceptibility to infections in CD40L-deficient patients. In addition, our findings bring new
perspectives for the understanding of CD40-CD40L interaction and its function in the
immune response.

Keywords: Neutrophils. NETs. X-HIGM. CD40L deficiency. IFN-y.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os neutrofilos na resposta imune

Os neutrofilos, também conhecidos como leucocitos polimorfonucleares (PMN),
constituem a populacdo mais abundante de leucdcitos circulantes em humanos e possuem
papel essencial na defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores. Eles medeiam as
fases iniciais das reacBes inflamatérias e fornecem importante contribuicdo para o
recrutamento, ativacao e diferenciacao de outros leucdcitos (1, 2, 3).

Os neutréfilos se desenvolvem na medula Ossea a partir de células tronco
hematopoiéticas em um processo denominado granulopoiese, processo no qual progenitores
mieldides se diferenciam sequencialmente em células mielociticas, mieloblastos,
promieldcitos, mieldcitos, metamieldcitos, bastonetes e por fim em neutrofilos maturos (4).
Ao atingir seu estagio final de maturacdo, os neutrofilos sdo liberados para a circulacédo
sanguinea e encontram-se aptos a realizarem suas fungdes efetoras fundamentais para
manutengdo da homeostasia e controle de infecges.

A principal citocina envolvida na regulacdo do ciclo de vida dos neutrofilos é o fator
estimulador de col6nias de granulécitos, o0 G-CSF (do inglés granulocyte colony-stimulating
factor). Esta importante citocina € produzida por mondcitos, macréfagos, fibroblastos, células
endoteliais e células do estroma da medula dssea ap6s estimulo e atua na proliferacdo celular,
sobrevivéncia e diferenciacdo dos neutrofilos (5,6). A nivel celular, 0 G-CSF estimula a
proliferacdo de células progenitoras miel6ides, induz a diferenciacdo de progenitores
mieldides para linhagem neutrofilica e participa de todo processo de maturacdo dos
neutrofilos, tendo grande influéncia na fase de diferenciacdo de metamieldcitos em neutréfilos
maturos (7).

A resposta inflamatdria dependente de neutr6filos é um processo composto de diversas
etapas sequenciais que envolvem o rolamento e firme adesdo dos neutréfilos circulantes ao
endotélio vascular ativado, o extravasamento e migragdo de neutrofilos em direcdo ao foco
inflamatdrio e por fim a acdo efetora de eliminacdo de microrganismos invasores (8, 9)
(Figura 1). O recrutamento de neutrdfilos para o sitio infeccioso é a primeira etapa da
resposta inflamatdria e este processo é iniciado por alteragGes vasculares e endoteliais em
reposta a mediadores inflamatorios, como as citocinas TNF e IL-6, que induzem a expressao

endotelial das selectinas P e E. A interacdo de baixa afinidade destas selectinas com seus
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ligantes presente nos neutrdfilos, como a PSGL1, levam ao rolamento dos neutrdfilos na
superficie endotelial. Os mediadores inflamatdrios também induzem a expresséo endotelial
dos ligantes de integrina, como VCAM-1 e ICAM-1, que se ligam as integrinas VLA-4, LFA-
1 e MAC-1 presente nos neutréfilos e levam a uma firme adesdo dos neutrofilos ao endotélio.
A subsequente transmigracdo e diapedese envolve a interacdo de diversas moléculas como
LFA-1, MAC-1, VLA-4 e CD99 aos seus ligantes presentes no endotélio e na matriz
extracelular (11, 12).

Figura 1 - Mecanismos de resposta dos neutrofilos.
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Apbs a migracio para o sitio inflamatério, os neutrdfilos fagocitam e digerem microrganismos invasores
(dependente da acdo de agentes microbicidas presente nos granulos e acdo da enzima NADPH-oxidase),
secretam citocinas, liberam produtos de seus granulos no meio extracelular (degranulacdo) e formam NETs (10,
adaptado).

Os principais mecanismos pelos quais os neutréfilos eliminam os patdégenos no sitio
infeccioso séo pela acdo das proteinas antibacterianas presente nos granulos e pela geragéo de
espécies reativas do oxigénio (EROs) (12- 15). A geracdo de EROs no fagossomo é
considerado mecanismo critico para destruicdo de microrganismos e ocorre em processo
conhecido como explosdo respiratdria, o qual gera fatores como o anion superéxido e o
perdxido de hidrogénio, poderosos agentes oxidantes capazes de danificar a estrutura celular
de diversos microrganismos (13, 16- 19 ). A enzima responsavel pelo metabolismo do
oxigénio é a NADPH-oxidase, complexo multiproteico composto por componentes
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citoplasmaticos (proteinas p47-phox, p67-phox e p40-phox) que apos estimulo se translocam
em diregdo ao componente de membrana do complexo, conhecido como citocromo-bssg
(formado por p22-phox e gp91-phox), culminando na ativacdo do complexo enzimatico e
subsequente geracdo de EROs (19- 21). Estes reativos gerados nos fagossomos atuam
juntamente coma as enzimas lisossomais na destrui¢do dos microrganismos fagocitados (13).
Outro mecanismo utilizado por neutréfilos para eliminacdo de patdgenos consiste na
liberacdo das armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs, do inglés Neutrophil
Extracellular Traps), estruturas liberadas por neutrofilos ativados que possuem funcgdes

microbicidas e agem sobre patdgenos presentes no meio extracelular (22).

1.2 Armadilhas extracelulares de neutréfilos - NETs

As NETSs, descritas pela primeira vez por Brinkman e colaboradores em 2004, séo
estruturas extracelulares compostas de cromatina descondensada e fatores antimicrobianos
derivados dos granulos que sdo liberadas pelos neutréfilos apds estimulo por diferentes
compostos quimicos, fatores proteicos e patdgenos como bactérias, fungos, virus

encapsulados e protozodrios (23, 24) (Tabela 1).

Tabela 1 - Fatores microbicidas, proteicos e quimicos que estimulam a formacdo de NETs
(23, adaptado).

Fatores microbicidas

Fatores quimicos

Aspergillus fumigatus
Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Eimeria bovis
Enterococcus Faecallis
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Helicobacyer pylori
Klebsiella pneumoniae

Lactococcus lactis
Leishmania amazonensis
donovani/major/chagasi

Listeria monocytogenes
Mannheimia haemolytica
Mycobacterium Tuberculosis
Serratia marcescens
Shigella flexneri

d-toxina de Staphylococcus epidermidis
Anticorpo

lon de calcio

Glucose oxidase

GM-CSF + Cbha

GM-CSF + LPS

Peroxido de hidrogénio

Interferon-a + Cha

Interleucina 8

Lipopolisacarideo (LPS)

Oxido nitrico
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
PMA + lonomicina

Fator ativador de plaquetas

Receptor Toll-like 4 (TLR-4)

TNF-a
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Diversos estudos indicam que as NETs estdo presentes em grande quantidade nos
sitios inflamatdrios e além de atuarem ativamente na elimina¢do dos microrganismos servem
também como uma barreira fisica que impede sua disseminacdo e fornece sinais para outras
células imunes como linfocitos, DCs e macrofagos (25- 30) (Figura 2). No entanto, esta
resposta dos neutrdfilos tem papel fundamental ndo somente na resolucdo de infecgbes, mas

também no agravamento de quadros inflamatdrios, infeccdes e doencas autoimunes (31- 33).

Figura 2 - Funcdo das NETSs na resposta imune.
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As NETs podem ser desencadeadas por diversos estimulos, como em resposta a infeccdo, dano tecidual e
inflamacédo. Apos liberadas, as NETs capturam os patdgenos e ajudam na sua eliminacdo, provavelmente através
da acdo de enzimas presentes em sua estrutura. Além disso, as NETS promovem a formacdo de trombos que
evitam a disseminacdo de microrganismos de detritos celulares. Acredita-se que estas estruturas extracelulares
também desempenhem papel crucial na regulacdo das respostas imunes pela sua interacdo com outros tipos
celulares (47).

As NETSs séo compostas em sua maioria por DNA nuclear e sua liberagdo resulta em
morte celular conhecida como NETose, embora tenha sido descrito mecanismo de formacao

de NETs independente de morte celular atraves da liberagdo de DNA nuclear para 0 meio

extracelular por meio de vesiculas secretoras (34). Além disso, evidéncias que apontam que o
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DNA extracelular pode ter origem mitocondrial indicam vias alternativas de formacéo de
NETs independente de morte celular (35).

A formacdo de NETs foi descrita inicialmente como um processo dependente da
geracdo de EROs pelo complexo enzimatico da NADPH-oxidase (36, 37) e que o
requerimento de EROs é estimulo-dependente (38- 40). Outros fatores como a ativacéo da via
de sinalizagdo Raf-MEK-ERK, o requerimento de arginina-peptidil-deaminase tipo 4 (PAD-4,
do inglés Peptidyl-arginine-deiminase type 4) e das enzimas elastase de neutrofilos (NE, do
inglés neutrophil elastase) e mieloperoxidase (MPQO) mostraram-se necessarias para a
formacdo das NETs (41- 44). Embora o mecanismo pelo qual as NETs s&o formadas ainda
nédo seja completamente conhecido, acredita-se que as EROs estejam envolvidas na liberacéo
das enzimas NE e MPO dos granulos citoplasmaticos, que entdo se translocam para o nucleo e
digerem as histonas nucleossomais promovendo a descondensacdo da cromatina, processo
dependente de PAD-4. Em seguida, a membrana nuclear é rompida e a cromatina liberada no
citoplasma, misturando-se com 0s componentes citoplasmaticos. Por fim, o rompimento da
membrana citoplasmatica culmina na liberacdo das NETs para o meio extracelular (14, 24,
45- 47).

Neutréfilos deficientes em algum dos componentes demonstrados como essenciais
para a formacdo de NETs, como EROs e MPO, séo incapazes de formar estas estruturas (14,
37, 44, 48). Neutrofilos de pacientes com a doenca granulomatosa crénica (DGC),
imunodeficiéncia priméaria (IDP) causada por mutacGes nos genes que codificam as
subunidades da NADPH-oxidase, ndo produzem EROs e sdo incapazes de gerar NETSs, o que
se acredita ter relacdo com a suscetibilidade a infecgfes oportunistas apresentada por estes
pacientes (37). O envolvimento deste mecanismo de resposta na imunopatologia e na
susceptibilidade a infecgdes oportunistas apresentada por pacientes com IDPs ainda ndo é
conhecida, embora falhas na geracdo de NETs tém sido descritas como fator contribuinte para
0 aumento da suscetibilidade a infecgdes em diversas condiges clinicas (37, 46, 49).

A resposta apropriada de neutréfilos é essencial para o controle de infec¢Bes causadas
por diversas classes de patdgenos, sendo de grande importdncia para a resposta contra
infeccbes fungicas (50- 52). Pacientes com doengas que apresentam a caracteristica
hematoldgica de neutropenia recorrente exibem suscetibilidade aumentada a infec¢bes (53-
55), ilustrando a importancia dos neutrofilos na contengéo de infecgdes. A reducdo do numero
de neutrdfilos é uma manifestagdo hematoldgica presente em diversas condigdes clinicas de
origem geneticamente heterogéneas, com etiologia muitas vezes ndo conhecidas (56). A

neutropenia pode ocorrer em decorréncia de diversos fatores, como defeitos na granulopoiese,



23

destruicdo periférica ou distribuicdo anormal nos tecidos (57). Uma doenga que apresenta
como caracteristica hematoldgica a neutropenia cronica é a Sindrome de Hiper IgM ligada ao
X (X-HIGM, do inglés X-linked Hiper IgM) (58).

1.3  Deficiéncia de CD40L: A Sindrome de Hiper IgM ligada ao X

As Sindromes de Hiper-lgM (HIGM) sdo um grupo heterogéneo de desordens
genéticas que levam a defeitos na troca de classe das imunoglobulinas (lg), resultando em
niveis séricos elevados ou normais de IgM associado a deficiéncia ou auséncia dos anticorpos
1gG, IgA e IgE (59, 60). As HIGMs podem ser causadas por mutagGes autossomicas
recessivas, nas quais o defeito genético esta localizado em genes que codificam a molécula de
CD40 e em moléculas envolvidas na geracdo e reparo de quebras de DNA geradas durante a
troca de classe das lg, como a enzima desaminase induzida por ativagdo (AID, do inglés
activation-induced cytidine deaminase) e a enzima uracil-N-glicosidase (UNG), ou podem ser
causadas por mutacGes no gene do CD40 ligante (CD40L) localizado no cromossomo X,
levando a X-HIGM ou deficiéncia de CD40L (61), subtipo mais grave e de maior incidéncia
dentre as HIGM (70% dos casos, frequéncia estimada em 1/1.000.000 de nascimentos) (60,
62).

A deficiéncia do CD40L foi descrita pela primeira vez em 1961 por Rosen e Burtin.
Os pacientes descritos apresentavam linfonodos estruturalmente pouco organizados e auséncia
de centro germinativo, além de niveis séricos de IgG baixos associados a elevacdo nos niveis
de IgM (63- 65). Contudo, embora a sindrome tenha sido inicialmente caracterizada pelos
niveis séricos elevados de IgM, dados atuais revelam que em 40% dos casos 0s niveis séricos
encontram-se normais, enquanto que 6% dos pacientes apresentam niveis séricos de IgM
baixos (66).

Pacientes deficientes de CD40L normalmente apresentam infecgdes recorrentes ja no
primeiro ano de vida, além de neutropenia cronica, distdrbios gastrointestinais e alteracfes
hematologicas (Tabela 2), condigdes letais na auséncia de intervencdo médica apropriada (61,
62, 67). Além de infeccBes bacterianas intra e extracelulares, pacientes deficientes de CD40L
apresentam alta susceptibilidade a infecgdes flngicas, particularmente por Pneumocytis
jiroveci, Candida albicans, Cryptococcus e Histoplasma (68, 69). Estudo recente revelou que
pacientes brasileiros com deficiéncia de CD40L apresentam incidéncia aumentada de
infeccbes fangicas em comparacdo com pacientes da Europa e da América do Norte (82% e
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34-57%, respectivamente), além de apresentarem infec¢fes por microrganismos até entdo ndo
descritos em nestes pacientes, como pelo fungo oportunista Paracoccidioides brasiliensis
(70).

Tabela 2 - Manifestacdes clinicas na deficiéncia de CD40L (61).

Manifestagdes clinicas N (%)*
Pneumonia 110 (81)
Pneumocystis jiroveci 56 (41)
Infeccdo do trato respiratorio superior 88 (65)
Neutropenia 88 (65)
Cronica 52 (38)
Intermitente/ ciclica 36 (27)
Anemia 30 (22)
Diarréia 55 (41)
Ulcera oral 49 (36)
Sepse 18 (13)
Hepatite 16 (12)
Colangite esclerosante 16 (12)
Infecgdes do sistema nervoso central 16 (12)
Tumores 5(4)

* Registro EUA/Europeu, 135 pacientes no total.

Devido as alteracdes na producdo de anticorpos, pacientes deficientes de CD40L sédo
comumente submetidos a terapia de reposicdo de Ig por meio de administracdo intravenosa ou
subcutanea, a qual reduz significativamente a frequéncia e gravidade das infeccdes (68, 69),
apesar de ndo ser eficaz na prevencdo de disturbios hematoldgicos e desenvolvimento de
tumores (61). Associada a reposicao de lg, terapias antifingicas e antibacterianas podem ser
administradas para prevenir ou tratar infec¢cdes em curso, enquanto que a administracéo de G-
CSF recombinante mostrou-se eficaz na reversdo dos quadros de neutropenia apresentados
pelos pacientes (68, 69, 71, 72), embora alguns pacientes persistam com o0s quadros de
neutropenia mesmo em tratamento com G-CSF, caracteristica intrigante e de etiologia ainda
desconhecida. Atualmente a Unica intervencao curativa definitiva disponivel para pacientes
deficientes de CD40L ¢ o transplante de celulas tronco hematopoiéticas (HSCT, do inglés
hematopoietic stem cell transplantation) (67, 69, 73, 74), procedimento ainda pouco frequente
na América Latina, como mostram dados que apontam que menos de 10% dos transplantes
necessarios no tratamento de IDPs na Ameérica Latina s&o realizados (75).

Apesar dos protocolos de tratamento mostarem eficacia na reducdo da incidéncia de

infeccOes em pacientes com defiéncia de CD40L (58, 76), infecgcdes oportunistas causadas por
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fungos persistem como causa significativa de morbidade e mortalidade nestes pacientes (69) e
a expectativa de vida de pacientes deficientes de CD40L é menor que 20% até a idade de 25
anos (77), demonstrando assim a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para tratamento desta doenca e que visem o restabelecimento da resposta
microbicida e melhora na qualidade de vida destes pacientes.

Uma marcante caracteristica clinica apresentada por pacientes com deficiéncia de
CD40L é a neutropenia crbnica, manifestada de forma ciclica ou intermitente (57, 58). A
etiologia da neutropenia nestes pacientes ndo € completamente conhecida, mas acredita-se que
a auséncia da interacdo do CD40L soluvel (CD40Ls) com células estromais da medula éssea
possua relacdo com este achado clinico.

1.4  Alinteracdo CD40-CD40L na resposta imune

O CDA40L, também conhecido como CD154, é uma proteina de membrana do tipo Il
pertencente a familia do fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis factor)
expressa na superficie celular como trimero. O gene do CD40L (CD40LG) esta localizado no
cromossomo X e é composto por cinco éxons que codificam a por¢do intracelular,
transmembrana e extracelular da molécula (78) (Figura 3). O CD40L é altamente expresso por
células TCD4+ e plaquetas apés ativacao, o qual pode ser clivado em sua forma CD40Ls e
agir de maneira sistémica (79), além de ser expresso em menor quantidade por células
TCDB8+, células natural killer (NK), células B, DCs e células endoteliais (4, 79).

Figura 3 - Esquema da estrutura do CD40LG.
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O CD40LG é formado por cinco éxons que formam o dominio intracelular (IC), transmembrana (TM) e
extracelular (EC). Em células TCD4+ e plaquetas, a proteina pode ser clivada e gerar a isoforma solGvel do
CDA40L (79, adaptado).
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O principal receptor do CD40L é o CD40, proteina transmembrana do tipo |
pertencente & superfamilia de receptores do TNF cujo gene encontra-se localizado no
cromossomo 20 (80). O CD40 € constitutivamente expresso em células B, mondcitos,
macrofagos, neutrofilos, plaquetas, células endoteliais, células epiteliais, DCs, fibroblastos e
adipdcitos (4, 79). Apbs a interagdo com seu ligante, ocorre na porcao citoplasmética do
CD40 o recrutamento de proteinas adaptadoras do tipo TRAF, que iniciam diferentes vias de
sinalizacéo intracelulares, incluindo a ativacgéo das vias de NF-kB, MAPKs, PI3K e PLCy. A
sinalizacdo pode também ocorrer através da acdo de proteinas capazes de ligar diretamente a
porcao citoplasméatica do CD40 ativado, como a Jak3, gerando subsequente ativacdo da via
Jak-STAT (78, 81- 83). No entanto, outras moléculas com ligacdo no CD40L foram
identificadas recentemente, como as moléculas aMp2 ou Mac-1, allbB3 e a5p1, refor¢ando a
importancia da sinalizacdo pelo CD40L em diferentes contextos da resposta imune (84).

A sinalizagdo CD40-CD40L exerce importantes efeitos em diversos tipos celulares
(Figura 4). Em células B, a sinalizagdo promove a formag&o do centro germinativo, a troca de
classe e hipermutacdo somatica das Igs e a geracdo de células B de memoria, razdo pela qual
pacientes deficientes de CD40L apresentam producdo de anticorpos alterada (65). Em DCs, a
sinalizacdo pelo CD40 induz a producdo de citocinas e a expressdo de moléculas
coestimulatérias, gerando sinais de maturacdo para que as DCs adquiram as caracteristicas
necessarias para a efetiva ativacdo das células T e desencadeamento da resposta imune
adaptativa (86). Em fagdcitos, a interacdo do CD40 com o CD40L induz a ativacdo de
macrofagos e aumento da expressdo de Mac-1 pelos neutréfilos. Além disso, estudos sugerem
que a ligacdo do CD40Ls ao CD40 presente nos neutrofilos aumenta o burst oxidativo dos
neutrdfilos, contribuindo para a eliminagdo de microrganismos invasores (87- 89).

Outra importante fungdo da sinalizagdo CD40-CD40L ocorre na medula 6ssea. Células
estromais da medula 6ssea expressam constitucionalmente o receptor CD40 em sua superficie
e a ligacdo com o CDA40Ls induz aumento a secrecdo de G-CSF e GM-CSF (do inglés
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), citocinas essenciais na regulacdo da
granulopoiese (4). Além disso, 0 G-CSF na medula déssea suprime a expressdo de CXCL-12
pelas células estromais, molécula envolvida na retencdo de neutréfilos na medula Gssea
devido a sua interagdo com o receptor CXCR4 expresso nestas células, participando desta
maneira da regulacdo do nimero de neutréfilos no sangue (90).
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Figura 4 - A interacdo CD40-CD40L na resposta imune.
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Células T expressando CD40L interagem com o CD40 expresso por células B e induz diferentes fungdes em
células B, macrofagos e DCs (85).

A etiologia da neutropenia apresentada pelos pacientes com deficiéncia de CD40L nédo
é completamente conhecida, mas acredita-se que a auséncia da interacdo CD40Ls-CD40 na
medula Ossea durante a geracdo e maturacdo dos neutrofilos possua relacdo com esta
caracteristica hematoldgica (4), embora a influéncia da auséncia desta interacdo durante a
maturacdo dos neutréfilos sobre o perfil celular posteriormente apresentado permaneca nao
elucidada. Suportando esta teoria, estudos apontam que o tratamento com G-CSF
recombinante resulta em contagens normais de neutréfilos em pacientes deficientes de CD40L
(71, 72). O tratamento com G-CSF tem sido amplamente utilizado no tratamento de
neutropenias de etiologias distintas e mostrou-se eficaz na reversdo de neutropenias severas,
embora ndo seja eficiente na correcdo de defeitos funcionais apresentado por estes neutrofilos
(92).

1.5 Interferon-gama

Os interferons sdo uma grande familia de citocinas estruturalmente relacionadas que

medeiam a resposta imune natural e adquirida contra patdgenos intra e extracelulares. Os
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interferons séo classificados nos tipos I, 11 e 11l e diferem entre si de acordo com a sequéncia
do receptor, locus genético e células responsaveis pela sua producao (92). O interferon-gama
(IFN-y), também conhecido como interferon do tipo Il, € uma proteina trimérica produzida
principalmente pelas células NK, linfocitos T CD4" do subtipo Th1 e pelos linfécitos T CD8",
e em menor propor¢do por macréfagos, DCs e células B (92, 93). A producdo de IFN-y, que
se d& principalmente em resposta a citocina I1L-12 secretada pelas células apresentadoras de
antigenos, possui papel essencial na defesa do hospedeiro e regulacdo da resposta imune,
apresentando atividade antiviral, antimicrobicida e antitumoral (94, 95). A via de sinalizacédo
JAK-STAT ¢€ a principal iniciada apds a estimulacdo pelo IFN-y, embora possa ocorrer
também ativacdo de vias independentes de STAT-1, como a via das MAP kinase, PI3K e NF-
kB (96).

Nos neutrofilos, as principais acdes do IFN-y sdo a estimulagdo da transducéo de sinal,
expressao génica, liberacdo de citocinas e melhora de funcdes efetoras como burst oxidativo,
fagocitose e citotoxicidade celular dependente de anticorpos, além de diminuir a taxa de
apoptose dos neutréfilos (97). Uma vez que a principal funcdo dos neutrofilos é a eliminacao
dos microrganismos invasores, diversos estudos investigaram a capacidade do IFN-y modular
esta fungdo e mostram o IFN-y como potente estimulador da atividade citotoxica (97),
inclusive contra fungos oportunistas causadores de infecges em pacientes com deficiéncia de
CD40L, como A. fumigatus (98), C. albicans (99, 100) e P. brasiliensis (101). Em
concordancia com estes resultados, estudo com neutréfilos de pacientes deficientes de CD40L
tratados in vitro com IFN-y recombinante mostrou melhora na geragdo de EROs e na
capacidade microbicida (manuscrito em analise, Journal of Allergy and Clinical
Immunology).

Atualmente o IFN-y ¢ licenciado para a aplicacdo clinica em tuberculose, osteopetrose
e defeitos do eixo IFN-y / IL-12 (95). A principal indicacdo do IFN-y é a DGC, com 0
objetivo de melhorar a funcdo microbicida dos fagdcitos e levando assim a melhora
significativa na qualidade de vida do paciente, havendo reducdo de 70% na incidéncia de
infeccbes graves (102, 103, 104). Tendo em vista a importéncia da resposta de neutrofilos
contra patogenos invasores e a influéncia do IFN-y na melhora da atividade microbicida e
demais funcbes efetoras dos neutrofilos, o IFN-y emerge como potencial ferramenta
terapéutica para tratamento de doencas que apresentam como caracteristica susceptibilidade

aumentada a infeccBes possivelmente relacionadas a defeitos funcionais de neutréfilos.
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2 OBJETIVO

2.1  Objetivo geral

Avaliar a geracdo de NETs em pacientes deficientes de CD40L e verificar a influéncia
do tratamento in vitro com IFN-y sobre esta resposta.

2.2  Objetivos especificos

Avaliar em neutréfilos de pacientes deficientes de CD40L.:
e Geracdo de NETSs;
e Producédo de EROs;
e Perfil de maturacao;

e Efeito do tratamento in vitro com IFN-y sobre as respostas avaliadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

O estudo utilizou amostras de sangue periférico de individuos sadios, sem a presenga
de doenca infectocontagiosa ou congénita diagnosticada até o momento da coleta (grupo
controle) e amostras de pacientes deficientes de CD40L previamente diagnosticados (105). As
caracteristicas moleculares das mutacfes genéticas dos pacientes selecionados para participar

do estudo encontram-se descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Pacientes envolvidos no estudo: mutacGes, historico de infecgcdes fungicas e
ensaios realizados.

Pct  Mutagéo Tipo de mutagéo ;pfec_gées Ensaios realizados
ungicas NETs EROs FEN
P1 €.633_634insAGCC  Insercéo N/I X X X
P2 €.213_216delATAG Delegéo frameshift P. joroveci X X
P3 €. 433 T>G Missense P. joroveci X X X
P4 c. 213-1G>T Sitio de splice X
P5 c. 213-1G>T Sitio de splice P. joroveci X X X
Aspergilus sp.
P6 c. 475 G>A Nonsense C. albicans X X
P7 €.213_216delATAG Delegéo frameshift ~ C. albicans X
P. joroveci

Pct: paciente; N/I: Infec¢do do trato urinario por fungo ndo identificado; FEN: ensaio de fenotipagem para
avaliar perfil de maturacé&o.

As amostras de sangue destinadas ao desenvolvimento do protocolo experimental
foram coletadas somente de pacientes em condic¢des clinicas estaveis de saude, evitando deste
modo qualquer alteragdo no quadro clinico do paciente. A coleta de amostra de sangue dos
individuos sadios ocorreu pareada a coleta dos pacientes, mantendo desta maneira as mesmas
condigdes de coleta, armazenamento e transporte das amostras dos dois grupos.

Pacientes menores de idade estavam acompanhados dos pais ou responsaveis no
momento da coleta, e a retirada de sangue sO ocorreu ap0s assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todos os procedimentos realizados néo
ultrapassaram os limites descritos de risco minimo, de acordo com a regulamentacdo da
convencéo de Genebra para pesquisa com seres humanos e do Conselho Nacional de Saude. O

projeto de pesquisa, 0 protocolo experimental e o termo de consentimento contemplaram o0s
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quesitos éticos aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do ICB —
USP.

3.2  Obtencdo PMN de sangue periférico

Os PMNs humanos foram isolados a partir de sangue periférico coletado em tubo com
heparina (BD Vacutainer, EUA) por sedimentacdo em Dextran (Sigma-Aldrich, EUA)
seguido de centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Suica).
Resumidamente, 15-20 mL de sangue foram diluidos em 15 mL de Dextran 6% e
sedimentados durante 25-30 minutos a 37 °C. A fragcdo rica em leucocitos e pobre em
eritrocitos (camada superior) foi colocada sobre 12 mL de Ficoll-Hypaque (densidade = 1,077
g/mL) e seguida de separacdo por centrifugacdo a 900 RCF (forca centrifuga relativa, do
inglés relative centrifugal force) durante 20 minutos sem freio. A camada superior foi entéo
desprezada e a lise hipotbnica das hemacias foi realizada pela adicdo de 3 mL de agua
destilada estéril gelada seguida da adi¢do de 5 mL de PBS estéril (tampéo fosfato salino, do
inglés phosphate buffered saline) e centrifugacdo a 600 RCF durante 10 minutos. Os
neutréfilos foram entdo ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Life Technologies, EUA), sem
vermelho de fenol, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor. A
pureza da separacao celular foi rotineiramente avaliada por citometria de fluxo, analisando-se
os marcadores de superficie CD11b e CD16 (106) (ANEXO A).

3.3 Estimulagéo celular

Os estimulos utilizados nos protocolos experimentais, suas respectivas concentragoes e
breve descri¢do de suas atividades encontram-se na Tabela 4. As concentragOes utilizadas nos
protocolos experimentais foram definidas apds ensaios de padronizacdo com diferentes
concentracdes (dados ndo apresentados). Para verificar a toxicidade das concentracfes de
selecionadas, foi realizado ensaio de viabilidade celular pela utilizagdo do reagente
LIVE/DEAD® (Life Technologies) por citbmetro de fluxo Atune NXT (Thermo Fisher
Scientific), adaptados a partir das especificaces do fabricante (ANEXO B).
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Tabela 4 - Estimulos utilizados para a ativacdo/desafio dos neutréfilos
Concentracéo ou

Composto ~ Descricéo
proporcéo
Solucdo tamponada utilizada como controle
PBS negativo de estimulacio
PMA 50 nM Atlvador, de protelna_qmrlase C (PKC) utilizado
como estimulo para ativagéo
IFN-y 100 ou 1000 Ul/mL Citocina importante para ativacdo de fagdcitos
_ Fungo causador de infecgOes oportunistas no
C.albicans  (MOI* 1:2) grupo de pacientes em estudo

* multiplicidade de infeccdo (do inglés multiplicity of infection).

3.3.1 Cultivo de Candida albicans

As C. albicans foram cultivadas em tubo conico de 50 mL com 5 mL de caldo
Sabouraud a 37 °C pelo periodo de 14-16 horas, sob agitacdo. Apds o periodo de cultura, as
C. albicans foram centrifugadas a 900 RCF por 5 minutos, o sobrenadante descartado e
resuspendidas em 1 mL de PBS para contagem do numero de leveduras em cémara
hemocitométrica. Uma vez que a geracdo de NETS frente ao patdbgeno mostrou-se dependente
do tamanho e morfologia do patégeno, sendo a morfologia fangica de hifa a ideal para
inducdo de NETs (107), a capacidade das C. albicans em alternar sua morfologia de levedura
para hifa apds incubacdo com os neutréfilos foi avaliada. Para tanto, os neutréfilos foram
pulsados com C. albicans na morfologia de levedura e a morfologia do fungo avaliada em
diferentes tempos por microscopia de luz. A partir de 30 minutos as C. albicans iniciam a
transicdo morfoldgica de levedura para hifa (formacao de tubos germinativos), sendo que com
2 horas de cocultura com neutrofilos todas as C. albicans ja adquirem a morfologia de hifa,
condicéo ideal para o estudo (ANEXO C).

3.4  Avaliacdo da geracao de NETs
3.4.1 Quantificacdo de NETs

A quantificacdo das NETs foi realizada em fluorimetro com leitor de microplacas
como previamente descrito, com adaptaces (108). Os neutr6filos (1 x 10° células) foram
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tratados por 2 horas com IFN-y e posteriormente estimulados com PMA ou C. albicans
(concentragOes descritas na Tabela 4), por periodo de 3 horas, em placa de 96 pocos preta,
estéril e com fundo transparente. Apos tempo de estimulo, o sobrenadante foi cuidadosamente
retirado e foi adicionado aos pocos 50 pL de Sytox Orange na concentracdo de 5 uM (Life
Technologies, EUA) durante 10 minutos, em temperatura ambiente e protegido de luz, para
marcacdo do DNA extracelular. Apds marcagdo, a placa foi imediatamente lida em
fluorimetro Spectra Max M3 (Molecular Devices, EUA), utilizando comprimento de onda de
excitacdo de 547 nm e deteccdo de 570 nm. Os resultados foram analisados em Software
Prism 4.0 e expressos em Unidade Relativa de Fluorescéncia (RFU, do inglés Relative
Fluorescence Units).

3.4.2 Visualizacdo da formacao de NETs

A visualizacdo das NETs em microscopio de fluorescéncia foi realizada conforme
previamente descrito, com adaptacdes (109) (ANEXO D). Resumidamente, os neutrofilos
isolados (2 x 10° células) foram sedimentados por uma hora em laminulas de 13 mm de
diametro (Knittel Glass, Alemanha) em placas de 24 pocos. Apds sedimentacdo, as células
foram tratadas por 2 horas com IFN-y e posteriormente estimuladas com PMA ou C. albicans
(concentracOes descritas na Tabela 4) por 3 horas. Apds tempo de estimulo, as células foram
fixadas com paraformaldeido (4%) por 12 horas e entdo lavadas com PBS, permeabilizadas
em solucdo de Triton X-100 (0,5%) e bloqueadas com Tampdo de bloqueio (3% de soro
humano AB, 1% de albumina sérica bovina, e 0,05% de Tween 20 em PBS) por 30 minutos a
37 °C. Apo6s o bloqueio, as células foram incubadas com anticorpos primarios anti-histona
H2A/ H2B (doado por Prof. Arturo Zychlinsky, Max Planck Institute, Alemanha) e anti-
elastase de neutrdéfilos (Calbiochem, USA) por 1 hora e marcadas com anticorpos secundarios
Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 546 (Invitrogen, USA), respectivamente, por 1 hora. Para
marcacdo do DNA, foi utilizado Hoechst 33342 (Santa Cruz Biotec, USA). As laminulas
foram montadas em Mowiol sobre ldminas e analisadas em microscépio de fluorescéncia
AXIO Vert A.1 (Carl Zeiss, Alemanha).
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3.5 Avaliacdo da producéo de EROs

A producdo de EROs foi avaliada atraves de ensaio de quimioluminescéncia, como
previamente descrito, com adaptacdes (110). Resumidamente, os neutréfilos (1 x 10° células)
foram incubados em microplacas de 96 pocos, brancas e de fundo chato, em volume final de
200uL de PBS por poco e suspensdo celular tratada ou ndo com IFN-y por 2 horas. Apds
tempo de tratamento, foram acrescentados aos pog¢os PMA ou C. albicans (concentragdes
descritas na Tabela 4) ¢ em seguida adicionado aos pogos o substrato Luminol (100 uM,
Sigma, EUA) para leitura imediata da placa. As reacGes foram monitorizadas por duas horas,
a 37 °C, usando luminémetro de microplacas (EG&G Berthold LB96V, Alemanha). Os
resultados foram analisados em software Prism 4.0, expressos em Unidades Relativas de Luz
(URL) e posteriormente analisados de acordo com os valores de area sob a curva gerados
(AUC, do inglés Area Under Curve).

3.6  Avaliacdo do perfil de maturacéo

O perfil de maturacdo celular foi avaliado pela quantificacdo da expressdo das
moléculas CD11b, CD15 e CD16, conforme previamente descrito (106). Para tanto,
neutrofilos foram incubados com PBS contendo 10% de soro humano AB e 2% de SFB
durante 10 minutos para evitar ligacdes ndo especificas. Ap6s incubacéo, as células (5 x 10°
células) foram incubadas com os anticorpos anti-CD15, anti-CD16 e anti-CD111b (BD
Biosciences, EUA) por 30 minutos a 4 °C em ambiente escuro (em volume final de 100uL de
RPMI) em tubos de poliestireno de 5 mL com fundo arredondado (tubos de citometria). Ap6s
tempo de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com 500 pL de PBS (centrifugagéo
a 900 RCF por 5 minutos) e fixadas em PBS contendo paraformaldeido (0,5%). A andlise foi
realizada em citdmetro de fluxo Atune NXT (Thermo Fisher Scientific, USA). A populacéo
das células analisadas foi determinada em escala linear utilizando os parametros de tamanho
celular (FSC, do inglés foward scater) versus complexidade celular (SSC, do inglés side
scater). Apos a selecdo da populagdo celular, fez-se a aquisi¢cdo de 10.000 eventos em cada
amostra para avaliacdo dos marcadores. Para a analise utilizou-se o software FlowJo (Tree
Star Inc., Ashland, OR, EUA). A partir desta analise, foram obtidos dados de mediana da

intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés Median Fluorescence Intensity).
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3.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software Prism 5.00 (GraphPad
Software, USA). Apds aplicacdo de teste de normalidade (D'Agostino-Pearson) verificamos o
teste estatistico mais indicado. Devido a distribuicdo amostral apresentada e ao nimero de
analises realizadas, foi aplicado o teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparagdo entre os grupos avaliados no estudo (individuos saudaveis versus pacientes
deficientes de CD40L). Para comparar o efeito do tratamento celular dentro do mesmo grupo
de individuos empregou-se o teste pareado ndo paramétrico de Wilcoxon. O nivel de

significancia adotado foi de p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1  Avaliacdo da geracao de NETs

A quantificacdo da geracdo de NETS foi realizada apds estimulacéo dos neutrofilos por
3 horas com PMA ou C. albicans. A geracdo de NETs pelos neutréfilos dos pacientes
deficientes de CD40L mostrou-se significativamente reduzida em comparacdo com individuos
saudaveis apds estimulo com PMA (Figura 5). A geracao de NETs frente ao estimulo com C.
albicans ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa, quando comparados pacientes e
individuos saudaveis. O tratamento com IFN-y ndo influenciou o padrdo de resposta
apresentado por ambos 0s grupos avaliados.

Figura 5 — Avaliacdo da geracdo de NETs em pacientes deficientes de CD40L.
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Os neutréfilos (1 x 10° células) foram tratados com IFN-y nas concentracdes indicadas por 2 horas em estufa de
CO, a 37 °C. Apds tempo de tratamento, foram adicionados aos pocos indicados PMA ou C. albicans e os
neutrofilos incubados pelo periodo de 3 horas em estufa para geracdo de NETs. Quantificacdo da geracdo de
NETSs realizada em fluorimetro apds marcacdo com reagente SYTOX Orange®. A geracdo de NETs pelos
neutrofilos dos pacientes deficientes de CD40L mostrou-se significativamente reduzida em comparagdo com
individuos saudaveis ap0s o estimulo com PMA. *p<0,05 dentre os grupos comparados, teste de Mann-Whitney.
n=10, individuos saudaveis (CONTROLE); n= 5, pacientes deficientes de CD40L (PACIENTE DEF CD40L).
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Confirmando resultados obtidos na quantificagdo em fluorimetro, avaliagdo por
microscopia de fluorescéncia mostrou reducdo na geracdo de NETs pelos neutrofilos dos
pacientes quando comparados com individuos saudaveis estimulados com PMA (Figura 6),
sendo que o tratamento com IFN-y ndo influenciou no padrdo de resposta apresentado por

ambos o0s grupos avaliados (imagens néo apresentadas).

Figura 6 - Visualizacdo da formagéo de NETSs pelos pacientes deficientes de CD40L.
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Os neutréfilos (2 x 10° células) de individuos saudaveis (Controle) e pacientes deficientes de CD40L (Paciente
Def CD40L) foram tratados com IFN-y por 2 horas em estufa de CO, a 37 °C. Apos tempo de tratamento, o0s
neutrdfilos foram estimulados com PMA ou C. albicans pelo periodo de 3 horas em estufa para geracdo de
NETS, seguido de fixacdo, permeabilizacio celular e marcacdo de NETs com anticorpos anti-histona H2A/H3B
(laranja) e anti-elastase de neutréfilo (verde), além de marcacdo do DNA com Hoechst 33342 (azul). A geracédo
de NETS pelos neutréfilos dos pacientes mostrou-se reduzida em comparacdo com os individuos saudaveis ap6s
o estimulo com PMA. Figura representativa de 3 experimentos independentes.
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4.2  Avaliacdo da producéo de EROs

As EROs foram descritas como essenciais para a geracdo de NETSs pelo estimulo com
PMA (40), A avaliacdo da producdo de EROs foi realizada pelo estimulo dos neutréfilos com
PMA ou C. albicans, com ou sem pré-tratamento com IFN-y, e geracdo monitorada pelo
periodo de 2 horas em lumindmetro. A partir da cinética da produgdo de EROs (dado nédo
apresentado), a producdo total de EROs foi quantificada pelo calculo de AUC. Valores
expressos gerados a partir do célculo da taxa de aumento da producdo de EROs nos diferentes

tratamentos em comparagdo com a geracdo espontanea de cada individuo avaliado (Figura 7).

Figura 7 - Avaliagdo da producdo de EROs em pacientes deficientes de CD40L.
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Os neutréfilos (1 x 10° células) foram incubados com IFN-y nas concentracdes indicadas por 2 horas em estufa
de CO, a 37 °C. Apos tempo de tratamento, foram adicionados aos pogos indicados PMA ou C. albicans e
geracdo de EROs monitorada por periodo de 2 horas em lumindmetro. A produgdo de EROs ndo apresentou
diferenca significativamente estatistica quando comparados pacientes e individuos saudaveis. Neutrofilos de
individuos saudaveis apresentaram aumento significativo na geracdo de EROs ap@s tratamento com IFN-y,
padrdo ndo observado nos pacientes avaliados. *p<0,05 dentre os tratamentos comparados, teste de Wilcoxon.
n=10, individuos saudaveis (CONTROLE); n= 5, pacientes deficientes de CD40L (PACIENTE DEF CD40L).

A producdo de EROs frente aos estimulos com PMA e C. albicans ndo apresentou
diferenga significativamente estatistica, quando comparados individuos saudaveis e pacientes
deficientes de CD40L. Os neutrofilos dos pacientes deficientes de CD40L nédo responderam

ao tratamento com IFN-y, ao contrario do observado em neutrofilos de individuos saudaveis
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que apresentaram aumento significativo na produgdo de EROs quando desafiados com PMA
ou C. albicans apds tratamento de 2 horas com IFN-y.

4.3  Avaliacdo do perfil de maturacao dos neutrofilos

Uma vez que pacientes deficientes de CD40L apresentam defeito na granulopoiese e
episédios de neutropenia recorrentes, o perfil de maturacdo dos neutrofilos periféricos foi
avaliado pela quantificacdo da expressao das moléculas de superficie CD11b, CD15 e CD16
(Figura 8).

Figura 8 - Avaliacdo do perfil de maturacdo dos neutr6filos de pacientes deficientes de
CDA40L.
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Os neutréfilos (5 x 10° células/mL) de individuos saudaveis (CONTROLE) e de pacientes deficientes de CD40L
(PACIENTE DEF CD40L) foram marcados para as moléculas de superficie CD11lb, CD15 e CD16. (A)
Histograma representativo da expressdo das moléculas CD16, CD15 e CD11b por individuos saudaveis e
pacientes deficientes de CD40L. (B) Gréafico de expressdo das moléculas CD16, CD15 e CD11b em individuos
saudaveis e pacientes expressos em MFI. A expressdo da molécula CD16 mostrou-se reduzida em pacientes em
comparagdo com individuos saudaveis, fendtipo CD15" CD11b*CD16™ caracteristico de neutréfilos imaturos.
*p<0,05 dentre os grupos comparados, de teste de Mann-Whitney. n=5, para ambos grupos avaliados.
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Os neutrdfilos dos pacientes deficientes de CD40L apresentaram expressdo reduzida
da molécula CD16, quando comparados com expressdo dos neutréfilos de individuos
saudaveis. Contudo, apresentaram expressdo similar das moléculas CD15 e CD11b (perfil

CD15'CD11b"CD16"), padréo de expressdo caracteristico de neutrofilos imaturos (106).
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5 DISCUSSAO

Pacientes portadores da X-HIGM, imunodeficiéncia rara causada pela deficiéncia do
CD40L, apresentam grande susceptibilidade a infeccbes por diversas classes de
microrganismos, sendo que infeccOes oportunistas causadas por fungos representam
significante causa de morbidade e mortalidade mesmo em pacientes em tratamento com 0s
protocolos medicamentosos atualmente utilizados. Uma vez que as respostas de neutrofilos
apresentam grande importancia para o controle de infec¢bes fungicas (50- 52) e estudo que
aponta a influéncia da interagdo CD40-CD40L na granulopoiese (111), o presente trabalho
teve como objetivo investigar se a suscetibilidade aumentada a infeccbes em pacientes com
deficiéncia de CD40L poderiam estar relacionadas a defeitos na formacdo de NETS,
mecanismo importante na resposta contra patdgenos extracelulares, alem de verificar o efeito
do tratamento in vitro com IFN-y sobre essa resposta.

Diversos estudos indicam que as NETs estdo presentes em grande quantidade nos
sitios inflamatorios e sdo produzidas por neutrofilos ativados pelo contato com diversos
patdgenos, inclusive patdgenos aos quais pacientes deficientes de CD40L sdo suscetiveis
como C. albicans (112, 113) e A. fumigatus (114, 115), além de serem geradas pela ativacdo
com diversos compostos quimicos e produtos bioldgicos (23; Tabela 1). Assim, o presente
estudo avaliou a geracao de NETSs a partir de neutréfilos pulsados com o fungo C. albicans ou
ativados com o composto quimico PMA, indutor classico da geracdo de NETS (22). A geracdo
de NETSs ap0s estimulo com PMA mostrou-se reduzida nos pacientes deficientes de CD40L
em comparacdo com individuos saudaveis, embora a geracdo de NETs em resposta a C.
albicans ndo tenha apresentado diferencga estatisticamente significativa, quando comparados
pacientes e individuos saudaveis (Figura 5 e 6).

Além de ser importante mecanismo de resposta dos neutréfilos frente aos patdgenos,
diversos estudos apontam as EROs como fator essencial para geracdo de NETs (22, 43, 44),
fato corroborado por estudos em pacientes com DGC, IDP causada por mutacdes em
componentes da NADPH-oxidase que apresentam defeitos na geracéo de EROs e auséncia da
geracdo de NETs (35, 36, 37, 116, 117). Assim, para verificar se a diminuigdo na geracéo de
NETs observada nos pacientes deficientes de CD40L estaria relacionada a defeitos na
explosdo respiratoria dos neutrofilos, a producdo de EROs foi quantificada por ensaio de
quimioluminescéncia. Os resultados indicam que a diminuicdo na geragdo de NETSs
apresentada pelos pacientes deficientes de CD40L n&o decorre de defeitos na geracdo de

EROs, uma vez que producdo de EROs frente aos estimulos com PMA e C. albicans nao



42

apresentou diferenca significativamente estatistica, quando comparados individuos saudaveis
e pacientes deficientes de CD40L (Figura 7). Além disso, a ativacdo adequada da exploséo
respiratoria por neutréfilos estimulados com PMA descarta a possibilidade de defeitos na via
de sinalizacdo da PKC, uma vez que a diminuigéo de resposta pela ativacdo da via mostrou-se
especifica para geracdo de NETS.

Estudos indicam que o IFN-y atua de maneira significativa sobre os neutréfilos em sua
fase de producdo e estagios de diferenciacdo na medula (118), na expressdo génica dos
neutrofilos (119, 120) ou potencializando respostas efetoras importantes na resposta contra
patdgenos (98, 118, 121, 122), mostrando-se eficaz para reducdo do nimero de infecgdes
severas em pacientes sob tratamento (103, 123). O presente estudo avaliou a influéncia do
tratamento in vitro com IFN-y sobre a geragdo de NETS, mecanismo ainda ndo descrito na
literatura. Na contramdo dos estudos que mostram a influéncia do IFN-y sobre respostas
efetoras de neutrofilos, os resultados obtidos mostram que o pré-tratamento dos neutréfilos
com IFN-y néo influenciou no padrdo de geracdo de NETs em ambos os grupos avaliados no
estudo (individuos saudaveis e pacientes deficientes de CD40L; Figura 5). Uma possivel
hipotese para o resultado obtido é que devido ao tratamento com IFN-y ter sido realizado em
neutrdfilos que ja concluiram o processo de diferenciacdo e maturagdo que sofrem na medula
Ossea, estes neutréfilos podem ja apresentar possiveis defeitos gerados em decorréncia de
alteracOes durante o processo de desenvolvimento e maturacdo, defeitos estes ndo corrigiveis
pelo tratamento com IFN-y. Assim, € necessario estudos que visem avaliar a influencia do
IFN-y sob a diferenciagdo/maturacéo dos neutrofilos e o padrao de resposta apresentado pelos
neutréfilos quando estes sob a influencia do IFN-y durante sua geracao.

A avaliacdo do efeito do IFN-y sobre a geracdo de EROs mostrou que os neutrofilos
de individuos saudaveis apresentaram aumento significativo na produgdo de EROs frente a
estimulagdo com PMA ou C. albicans quando os neutréfilos foram pré-tratados com IFN-y
(Figura 7), resultados que vao de acordo com a literatura disponivel (98, 119, 121, 122). No
entanto, os pacientes deficientes de CD40L ndo foram capazes de responder ao tratamento
com IFN-y como observados nos individuos saudaveis, mantendo resposta similar em
comparagao com neutrofilos desafiados sem o pré-tratamento (Figura 7).

A sinalizacdo pelo IFN-y é gerada pela ativacdo de receptor de superficie celular e
resulta na ativacdo de vias intracelulares que culminam na transcri¢do de genes mediadores de
respostas bioldgicas (96). A via de sinalizacéo intracelular do IFN-y melhor caracterizada é a
via JAK-STAT, que leva a fosforilagdo e translocacdo nuclear do fator transcricional STAT1

(96, 124). Estudo sobre a expressdo génica de neutrofilos em diferentes estagios de
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diferenciacdo desenvolvidos por Martinelli e colaboradores (106) mostraram que neutréfilos
maturos apresentam expressdo aumentada de genes relacionados a sinalizagéo e resposta aos
IFNs tipo | e Il em comparacdo a expressdo por neutréfilos imaturos. O mesmo estudo
revelou que os IFNs sdo fortes indutores da fosforilacdo de STAT 1 em neutréfilos maturos,
padrdo ndo observado em neutrdfilos imaturos. Desta maneira, evidéncias apontam que a
transducdo de sinal e ativacao celular pelo IFN-y é mais eficiente em neutréfilos maduros em
comparacdo com neutrofilos imaturos.

Uma vez que os neutrofilos de pacientes deficientes de CD40L ndo mostraram
resposta ao tratamento com IFN-y, mantendo similar a producdo de EROs apds o tratamento e
em oposi¢do ao aumento na producdo observado em neutrofilos de individuos saudaveis
(Figura 7), levantou-se a suspeita de que esta auséncia de resposta ao IFN-y poderia estar
relacionada a presenca de neutrdfilos periféricos imaturos nos pacientes. Assim, o perfil de
maturacdo dos neutrdfilos foi investigado pela avaliacdo das moléculas de superficie CD15,
CD16 e CD11b, como previamente descrito (106). Confirmando suspeita, a avaliacéo revelou
qgue os neutrofilos dos pacientes deficientes de CDA40L apresentaram expressao
significativamente reduzida da molécula CD16 quando comparados com expressdo de
individuos saudaveis, embora tenham apresentado expressdo similar das moléculas CD15 e
CD11b (perfil CD15°CD11b*CD167), padrdo de expressdo caracteristico de neutréfilos
imaturos (Figura 8), em concordancia com estudos que apontam maturacdo da linhagem
mielocitica interrompida no estagio pré-mieldcito/mieléecito na medula 6éssea de alguns
pacientes (56, 58).

Neutréfilos imaturos apresentam comprometimento de diversas funcdes, uma vez que
a expressdo génica de receptores de anticorpos (p. ex. CD16), citocinas, quimiocinas, assim
como moléculas envolvidas na transducdo de sinal ocorre durante estagios de diferenciacéo
terminal destas células (106). Diversos mecanismos podem estar afetados em neutréfilos
imaturos, como diminuicdo na expressdo de receptores de reconhecimento e capacidade
reduzida de interagdo com bactérias (125), diminuicdo na fagocitose e sinalizagio de Ca"
(126), resisténcia a apoptose esponténea (127) e diminuicdo da capacidade migratoria frente a
diferentes estimulos (128), embora 0s mecanismos afetados sejam diferentes dentre as
condicOes patologicas avaliadas, sugerindo que o mecanismo alterado que leva a imaturidade
influencie no perfil de resposta subsequentemente apresentado. Além disso, estudos indicam
que neutrofilos imaturos apresentam reducdo na geracdo de NETs (106, 129, 130). Estes
dados levantam fortes indicios que a diminuicdo na geracdo de NETSs apresentada pelos
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pacientes deficientes de CD40L (Figuras 5 e 6) estd possivelmente relacionada com a
imaturidade apresentada pelos neutréfilos dos pacientes (Figura 8).

Uma vez que pacientes com deficiéncia de CD40L apresentam expressdo normal de
CD40, tanto em linfocitos B quanto em neutrofilos (ANEXO E), acredita-se que os defeitos
apresentados ndo estejam relacionados a sinalizacdo direta pela interagdo CD40L-célula.
Tendo em vista que a auséncia da sinalizacdo pelo CD40L resulta em desregulagdo no
processo de granulopoiese, como ilustrado pela neutropenia recorrente em pacientes com
deficiéncia de CD40L, acredita-se que a influéncia da sinalizacdo pelo CD40L sobre os
neutrdfilos seja a nivel medular. Na medula 6ssea, a interacdo do CD40Ls secretado por
plaquetas e linfocitos B com o CD40 expresso de maneira constitucional por células estromais
da medula dssea induzem a secre¢do dos fatores de crescimento G-CSF e GM-CSF, citocinas
centrais no processo de granulopoiese (4). Assim, acredita-se que a auséncia da interacdo
CD40-CD40Ls e consequente alteracdo na producdo de fatores essenciais para geragao e
maturacdo de neutrofilos resultam em alteragdes no microambiente medular durante o
processo de granulopoiese levando a liberacdo de neutrofilos com maturacdo incompleta,
apresentando perfil celular e padrdo de resposta alterados. As consequéncias da auséncia da
interacdo CD40-CD40L na medula dssea durante a maturacdo dos neutréfilos sobre o perfil
celular posteriormente apresentado ainda necessitam de maior investigagao.

Nossos dados indicam que a diminuicdo na geracdo de NETs pode estar relacionada a
presenca de neutrofilos periféricos imaturos, consequéncia da auséncia da sinalizacdo CD40-
CD40Ls na medula 6ssea durante o processo de granulopoiese. Além disso, a auséncia de
resposta ao tratamento celular com IFN-y em pacientes deficientes de CD40L sugerem
defeitos na via de sinalizacdo do IFN-y nos neutréfilos, levantando a possibilidade da
existéncia outros defeitos ainda ndo descritos. Os resultados obtidos contribuem para a
elucidacdo dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos na maior suscetibilidade a
infeccBes em pacientes com deficiéncia de CD40L, além de melhor entendimento sobre a
fungdo da interacdo CD40-CD40Ls na medula ¢ssea e sua influéncia na resposta imune.
Ademais, 0 avango no conhecimento associado ao estudo do efeito do tratamento com IFN-y
possibilita o desenvolvimento e implantagdo de novas estratégias terapéuticas que visem

melhora na qualidade de vida dos pacientes afetados pela sindrome.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos no estudo nos permitem concluir que:
- Pacientes deficientes de CD40L apresentam diminuicdo na geracdo de NETs pelo estimulo
com PMA,
- Redugdo na geracdo de NETs em pacientes deficientes de CD40L ndo esté relacionada a
defeitos na producéo de EROs;
- Pacientes deficientes de CD40L apresentam neutrofilos periféricos com perfil de maturacao

incompleta.
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ANEXOS

A- Avaliacéo da pureza da separacao celular
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Apobs separacdo celular, o isolado celular (5 x 10° células) foram marcados para as moléculas de superficie
CD11b e CD16 para caracterizacdo da populacdo isolada. (A) Grafico de pontos da populacdo celular isolada
apos separacdo (esquerda) e histograma com marcacfes para as moléculas CD11b (eixo y) e CD16 (eixo x) a
partir de populagdo selecionada (direita). Dupla expressdo das moléculas acima de 90% confirma eficiéncia da
separacdo celular. (B) Histograma da marcacdo das moléculas CD11b (esquerda) e CD16 (direita) no isolado
celular. NM: ndo marcado; Esp: expressdo espontanea da molécula. Figura representativas de 5 experimentos
independentes realizados com amostra de individuos saudaveis.
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B- Avaliacdo da viabilidade celular
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Os neutréfilos de individuos saudaveis (5 x 10° células) foram tratados por 2 horas com IFN-y nas concentragées
de 100 e 1000 UI/mL. Apds tempo de tratamento, foram adicionados aos respectivos po¢os PMA e C. albicans e
placa incubada por 3 horas em estufa CO, a 37°C. Apds incubagdo, células foram marcadas com reagente de
viabilidade celular LIVE/DEAD® e analise realizada por citometria de fluxo. Esp: geracdo espontanea sem
estimulo; Ca: C. albicans; IFN 100: IFN-y 100Ul/mL; IFN 1000: IFN-y 1000UI/mL. *p<0,05 dentre os grupos
comparados, teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey. n=4, experimentos independentes.
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C- Avaliacao morfoldgica das C. albicans utilizadas nos protocolos experimentais

0 min 15 min 30 min

lhora 2 horas

Apbs separagdo celular, os neutréfilos (2 x 10° células) foram pulsados com C. albicans na morfologia de
levedura (setas amarelas; MOI 1:2) em placa de 24 pocos e avaliacdo qualitativa realizada em microscopia de luz
nos tempos de 0 minuto, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas (imagem de 3 horas ndo apresentada).
Transicdo morfoldgica iniciada com 30 minutos de incubacdo (formag&o de tubos germinativos, setas laranjas) e
transi¢do completa para morfologia de hifa (setas vermelhas) em 2 horas de co-cultura. Figura representativa de
3 experimentos realizados de maneira independente.
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D- Marcacao de neutrofilos para visualizagdo da formacgédo de NETs
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Neutrofilos (2 x 10° células) de individuo sadio incubados pelo periodo de 3 horas em estufa CO, a 37°C na
auséncia ou presenca de PMA para geracdo de NETSs. Laranja: histona H2A/H2B; Verde: elastase de neutréfilo;
Azul: DNA.
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E- Avaliacdo da expressdo de CD40 nos neutrdfilos de pacientes deficientes de CD40L

S8C-A 1 S8C-A

CD66b

400K 600K 800K 1.0M
FSC-AFSC-A

o
61,8

Contagem

- B CONTROLE
SN Bl PACIENTE DEF CD40L

CD40o

v

Fluorescéncia

Amostra de sangue total em heparina (100uL) foram marcadas para as moléculas de superficie CD66b e CD19,
para a selecdo das populagBes de neutréfilos e linfocitos B, respectivamente, e para a molécula CD40.
Histograma com marcacgOes para a molécula CD40 a partir das populagdes CD66b* e CD19". CONTROLE:
individuos saudaveis; PACIENTE DEF CDA40L: paciente deficiente de CD40L. Figura representativas de 3

experimentos independentes.
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F- Ficha clinica

Estudo de Pacientes com Suspeita de Imunodeficiéncia Primaria

Laboratério de Imunologia Humana- LIH

Paciente encaminhado por:

Nome Data de Sexo Idade - Diagnéstico
Nascimento: M () ANoOS:
H.C. Tel: S — F() |Meses:
Idade de inicio dos primeiros sintomas:
Consanguinidade N2 Gesta:1 2 3 456 Ne. filhos: 1 2 3456 7 Sadios:
Sim () N&o () 7 8910 8910 Sim () N&o ()
Tipo NE* NE* Infec. repet.
Sim () Ndo ()
Antecedentes Familiares Heredograma
Falecimentos precoces: Sim ( ) Nao ( ) Dx IDP: Sim ( ) Nao ( )
Parentesco Idade de ébito DGC: Sim ( ) Nao ()
Outra
BCG Idade de aplicagdo Reagdo adversa Adenomegalias
Vacinas Sim( ) Ndo () —_meses Sim () Nao () BCG disseminada
N3o especificado ( ) Outra
Hep B DPT/dT Triplice Hib Varicela
SCIN() SCIN() SCIN() S(IN() SCIN() viv
NE* NE* NE* NE* NE*
() () () 0) () SOING)
() NE*
Sabin Salk Sarampo Meningite Pneumonia
SCIN() SCIN() SCIN() SCIN() SCIN() Poliomielite
NE* NE* NE* NE* NE*
() () () () () SOING)
() NE*
Reacdo adversa? Especificar Vacina: Manifestagbes:
()sim( )ndo
DNPM BDNPMS( )N ( )NE*() RDNPM S ( )N ( )NE* ()
Detalhar:
DPE >p90% S ( )N () <p10%S( )N () >p10% e <p90% S( )N ()

12 Manifestagdo Motivo de Estudo
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Idade Local Infecgdo Repetigdo: Sim ( ) Ndo ( )
ano Manifestagdo Grave: Sim ( ) Ndo ( )
meses Histdria Familiar :Sim ( ) Ndo ( )
Outro: Sim ( ) Ndo ( ) Especificar:
Manifestagoes Ne. Micro-organismo Especificar: idade e data em
de isolado cada manifestagdo e datas Localizagdio
episédios Sim ( ) N3o () dos episédios da mesma
Nome: infecgdo

1. Otite

2. Pneumonia

3. Pneumonia/DP

4. Amigdalite

5. Linfonodo
(HIPERPLASIA)

6.1TU

7. Meningite

8. Artrite

9. Osteomielite

10. Diarreia

11. Infecgbes de
Pele. Especificar:

12. Artrite




13. Sepse

14. Colangite
esclerosante

15. Neutropenia

16. Hiperplasia

17. Autoimunidade

18. Outras
Granulomas Ne. de
episédios Localizagdo Micro-organismo
Sim( ) Ndo () Isolado
1TGI 2 Cardiaco
3 Urindrio 4 Outra:

Exames Laboratoriais (Inicio da Investigagdo)
HMG Hb Leuco NT LT
Linfocitos/mm3 (colocar em valores absolutos) CD3 CD4 CD8

Data da dosagem:
Na data da dosagem o paciente estava com alguma
infeccdo? Qual?

Ne de

HospitalizagOes

PLQ

62

CD19 | CD16/56

Dosagem de Imunoglobulinas (colocar os valores antes da IgG IgM IgA
primeira reposi¢cao de Gama)
Data da dosagem:
Complemento C3 C4 CH50
Quimiotaxia Mono PMN
Mono Mig.Espontanea
PMN Mig estim. soro nl
Mig. estim. soro pcte.
Superoxido Mono PMN NBT
Espontaneo Repouso Estimulado
Estimulado
Tratamento Administracdo Tratamento atual Obito Causa
1IFNYy Sim ( ) Nao (0) Sim ( ) Nao (0) Sim () Nao (0) 1 Conhecida
2 ITRA Idade: 2 Desconhecida

3 FLUCO Data de inicio

IgE



4 SMX +TMP
5 Prednisona
6 TMO

7. Gama (data
de inicio)

63

Autopsia
Sim ( ) Nao ()

Laudo

Outras ManifestagGes — Livre Relato de Ocorréncias

* = ndo especificado
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G- TCLE menores de 18 anos

Universidade de Sdo Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Avaliagdo da formacgdo de neutrophil extracellular traps em pacientes com deficiéncia de

CDA40 ligante e influéncia do tratamento in vitro com interferon-gamma

Seu filho estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informagbes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Caso tenha duvidas, teremos
prazer em esclarecé-las. Se concordar, o documento serd assinado e sé entdo daremos inicio ao estudo. Sua
colaboragdo serd muito importante para nés, mas se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causard

nenhum prejuizo, nem a vocé, nem ao(a) seu (sua) filho(a).

BU ettt e sttt a e e h e et e e ea e e e b e e bt e be e teentesatesaeenteeteenheerees , RG
................................................. , concordo de livre e espontdnea vontade que meu (minha) filho (a)

..................................................................................................... nascido (a) em / / ,

seja voluntdrio do estudo “Avaliagdo da formagdao de neutrophil extracellular traps em pacientes com
deficiéncia de CD40 ligante e influéncia do tratamento in vitro com interferon-gamma”. Declaro que obtive

todas as informacgGes necessarias e que todas as minhas duvidas foram esclarecidas.

Estou ciente de que:

1)) Sera realizada coleta de sangue venoso em tubo de heparina;

IlI) A participacdo neste estudo ndo tem objetivo de submeter meu filho a um tratamento, bem como nao
tera custo algum para mim;

IV) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no momento em que desejar,
sem necessidade de dar qualquer explicacao;

V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho (a), nem interferira no
atendimento ou tratamento médico a que ele (ela) estiver sendo submetido;

VI)  Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo em que sejam
divulgados em publicag¢des cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados;

VII) Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo:

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() N&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
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VIIl) Poderei contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — ICB/USP no
telefone 3091-7733 (e-mail: cep@icb.usp.br) ou a pesquisadora responsavel Tabata Takahashi Franca
no telefone 3091-7387 para recursos ou reclamagdes em relagdo ao presente estudo.

IX) Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela Comissdo de
Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha manifesta¢do seja positiva,
poderei retirar essa autorizagdo a qualquer momento sem qualquer prejuizo a mim ou ao meu
(minha) filho (a).

()Sim ou ( )Nao

X) O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE— apondo sua assinatura na ultima pagina do
referido Termo.

Xl) O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE— apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

XII) Resolugdo 196/96 — Estou recebendo uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

S&o Paulo, de de 20...........

() Paciente / ( ) RESPONSAVEI ....cciiciiiieiieeeieeee ettt ettt ettt st eaeeaeeabe e beeareennas

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto:

TABATA TAKAHASHI FRANGA


mailto:cep@icb.usp.br
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H- TCLE maiores de 18 anos

Universidade de Sdo Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(maiores de 18 anos)

ESTUDO: Avaliagdo da formagdo de neutrophil extracellular traps em pacientes com deficiéncia de

CDA40 ligante e influéncia do tratamento in vitro com interferon-gamma

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém
todas as informagbes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo Caso tenha duvidas, teremos prazer
em esclarecé-las. Se concordar, o documento serd assinado e sé entdo daremos inicio ao estudo Sua

colaboragdo neste estudo serd de muita importdncia para nés, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo

causard nenhum prejuizo a vocé.

Eu, (inserir o nome, profissdo)

......................................................................................................................................... , residente e domiciliado

LT TSRS , portador da
Cédula de identidade, RG ......cocovvveveeiiviinreeeeeeeeenns ,€1inscrito NO CPF/MPF.....ooovveeeiiieeeeieeeeeeneen nascido(a) em
/ / , concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a) do

estudo “Avaliagdo da formagdo de neutrophil extracellular traps em pacientes com deficiéncia de CD40
ligante e influéncia do tratamento in vitro com interferon-gamma”. Declaro que obtive todas as informagdes

necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

1) O estudo é necessario para que se possam descobrir as possiveis causas e/ou o tratamento da doenga
denominada “Sindrome do Hiper IgM ligado ao X”;

) Sera realizada coleta de sangue venoso em tubo de heparina;

1) A participacdo neste estudo ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como nao tera
custo algum para mim;

IV)  Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragéo neste estudo no momento em que desejar,
sem necessidade de dar qualquer explicagdo;

V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha salde ou bem estar fisico, nem interferird no
atendimento ou tratamento médico a que eu estiver sendo submetido;

VI)  Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam divulgados

em publicag@es cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados;
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VII) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta pesquisa.
( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
VIIl) Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela Comissdo de
Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha manifestag3o seja positiva,
poderei retirar essa autorizagdo a qualquer momento sem qualquer prejuizo para mim.

() Sim ou ( )Né&o

IX) Poderei contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — ICB/USP no
telefone 3091.7733 (e-mail: cep@ich.usp.br) ou a pesquisadora responsavel Tabata Takahashi Franca no
telefone 3091-7387 para recursos ou reclamagdes em relagdo ao presente estudo.

X) O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo sua assinatura na ultima pagina do referido
Termo.
XI) O pesquisador responsdvel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do  Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE— apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.
Xll) Resolucdo 196/96 - Estou recebendo uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Sao Paulo, de de 20.........

() Paciente / ( ) RESPONSAVEI ..ccueccieiiieeceee ettt et e e st eaee e tae et sabeeeabeesebeeebeeessneeeane

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto:

TABATA TAKAHASHI FRANGA


mailto:cep@icb.usp.br
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Immune deliciencies, infection, and systemic immune disorders

Human CD40 ligand deficiency dysregulates the
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macrophage transcriptome causing functional
defects that are improved by exogenous IFN-vy
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Background: CD40 ligend (CD0L) deficiency predisposes o
opporiunistic infectons, including those caused by fungi snd
intracellular bacie ria. Studies of CD40L-deficient patienis reveal
the critical role of CDHOL-CTMO inter action for the function of T,
B, and dendritic cells. However, the consequences of CD4OL,
deficiency on macrophage funciion remain to be investigated.
Objectives: Wesought to determine the offect of CDHO0L absence

on monocyle-derived macrophage respomses.

Methods: After observing the improvement of reflractory
disseminated mycobacterial infection in a CDN.~deficient
patient by recombinant human TFN-y (rhIFN-vy) adjuvant
therapy, we investignted macrophage lunctions from CD0L-
deficient paticnis. We analyzed the killing activity, oxidative
burst cviokine production, and in wire effects of rhlFN-y and
soluble CTD0 ligand (sCD4O0L) trestment on mascrophags. In
addition, the effect of CDMOL absence on the macrophage
transeriptome before and after rhIFN-y treatment wis studied.
Resulis: Mac rophages from CDG0L-deficient patients exhibited
diefiective fongicldal activity snd reduoced oxidative burst, both of
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of inflammatory cyiokines. Furibermore, rhlFN-y reversed
defective control of Myveobacterinm fnbercalosiy proliferaton by
patiznts” macrophages, The absence of CTMOL dysregulated the
macrophage iranscripiome, which was improved by rhIFN-vy.
Additionally, rhIFN-y increased expression levels of pattern
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suhjects and patents

Conclusion: Absence of CDH0L impairs macrophage
development and function. In addition, the improvement of

necrophage immune responses by IFN-y sugpests this eviokine
as a polential herapeutic option for paticnts with CDJ0L,
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Abbreviations used
CDA0L: CDJO ligand
CFU: Colony-foming units
CGDx Cheonic granulomanus discase
CLR: C-type lectin seoepior
DC: Dendnitic cell
DEG: Differentially expressed gene
G-CSF: Granulocyte colony-stimulagng factor
GO Gese Omtology
IP-10: IFN-+y-induced peotein 10
M-CSF: Macrophage colony-stimalaing factor
MDM: Monocyte-derved macrophage
PMA: Phorbol 12-myristae 13-acetase
PRR: Pattern recog nition rece peor
hIFN-y: Recombinmt human IFN-y
sCDA0L: Solable CDMO ligand
TLR: Toll-1ke receptor

The CD40 ligand (CDS0L)-CD40 interaction was initially
described to play an essential role during membrane-membrane
inieractions between activated CD4™ T lymphocytes and
B cells,”” as well as between CD4™ T cells and antigen-
presenting cells,”” However, further studies showed that soluble
CD40 ligand (SCD40L) produced by T cells and plaelets™ '
can also exert an important role in immune system regulation,
including myeloid progenitor cell development. Bone marrow
stromal cells, hematopoietic progenitors, and myeloid progeni-
tors express CD40. Furthermore, the CD40L-CD40 interaction
has been shown to influence differentiation of these cells directly
and indirectly through regulation of cell proliferation and matura-
tion or through control of the cytokine milieu in the bone marrow,
m*mivdy. ar2.as

Macrophages are essential myeloid cells. exhibiting micro-
bicidal activity and regulating inflammatory immune responses.
Thus macrophages comprise a pivotal component of the innate
immune sygem. Macrophages express CD40 constitutively,' '
but their functional capability in patients with CD40L deficency
has not been investigated,

Patients with X-linked hyper-IgM syndrome caused by muta-
tions in the gene encoding CD40L (CDHOLG) have a broad spec-
trum of opportunistic infections caused by intracellular bacteria
and fungi. These infections resemble infections seen in patients
with asbnormal myeloid cells, such as those in patients with
chronic granulomatous disease (CGD).""" Although CD40L-
deficient patients can experience intermitient neutropenia. they
are also susceptible to fatal opportunistic infections, even when
neutrophil counts are normal or when receiving granulocyte
colony-slinmlaigp factor (G-CSF) and immunoglobulin replace-
ment therapy.” "~ These observations indicate that absence of
CD40L. might impair macrophage function in human subjects
and that new therapeutic approaches need to be investigated for
optimal treatment of these patients.

Failure to produce IFN-y has been reported in patients with
CD40L. deficiency. ™ This cytokine primes and activates mature
phagocytes. Additionally, IFN-y affects development of progenitor
cells to generate mature pl’ngo:cjyles capable of efficiently elimi-
nating opportunistic pathogens.™ For this reason. recombinant hu-
man IFN-y (rhIFN-y) has been used as an adjunctive therapy for
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patients with CGD** and patients with defects in the IL-12/IFN-
7y axis o prevent and reat invasive mycobactenial or fungal infec-
tions. However, IFN-y has not been broadly used to treat patients
with adaptive primary immunodeficiency disorders,”

Here we aimed to analyze the in vitro macrophage response in
patients with CD40L deficiency with respect to macrophage Killing
activity, oxidative hurst, and production of inflammatory cytokines.
Furthermore, we investigated the effects of rhIFN-y and sCD40L
treatment on macrophages from CD40L-deficient patients. In addi-
tion, we assessed the effect of CDHL deficency on the macro-
phage transcriptome before and after rhIFN-y treatment.

METHODS

Case report

An Argentinisn CDMOL-deficient patient incladad in our collshorative Latin
American Society for Immumadeficiencies (LA SID) stndies’* was treated with
adjuvant rhiFN-v @ the Dr Ricardo Gueemez Chikiren's Hospital. The bospital
& in Argentina, where rhIFN-y (Imukin: Bochringer Ingelheim, Ridgeficld,
Coan) is akeady approved for clinical use (Disposicion na. 1265-12). The pa-
dent was bom guil family and received BCG ine in the
firg month of life without complication, At9 monthsof age, be was givenadiag-
nonis of dysgammaglobulinemia (hyper-IgM sysdsome), chroai peni
and pocamonia d by Pseud pecies. Coavensonal trestment for
(DYOL deficency (tnmethoprim/sulfsmethoxazole prophylaxis, intravenous
immunoglobulin, and Granulokine) was initisied, and the patient was given a
diagnosis of the mutation Q174X in CIMOLG (detsils have been previoasly re-
poeted'*). At 5 years of age, be had cervical adrenome galy caused by mycobac-
rrial discase. The extent and severity of this mycobacterial infoction wese
asessad by means of biopsy, which showed graulomas. Additicnally, e
PCR resalt was positive for M nde rewlanis complex.

Canvengonal antimberculosis therapy with s 4-drag regimen (ethambetol,
levofloxacin, isoniazid, and nfampécin) was inisawed, but the patient had
typhlitisrequinng surgery. Abundant case aing granalomas were observedin the
bowd mucous membrane, requinng oolostomy for 6 months, and the paticnt
coatinued to have refractry mycobactenial dis despite antitubesculosi
treatment, Therefore simultancous with the coaventional CDA0L deficiency and
antiteb erculo s thesapy, suboutineous IFN-y (50 e/’ adminisiesed 3 times
aweek) was administrated for 6 manths. Under thistherapeutic reg imen. the pa-
tient mproved dinically. After that. rhIFN-y therapy was discontineed and
isoniazid and rifsmpicin was contnued for | additional yearuntil no sympoms
of mycobacterial dise ase were observed, Cumrently, the patientis 9 years okd, has
no stem cell donor available, and has had hepatic aryptococcasis,

Subjects

We enrolled 6 CDAOL-deficient patients {(age range. 3-21 yeass) from 6
unselated Brazilian families. Except for the oocamence of M nderaadosis
infection in P1, the clinical, immunologic. and genetic charactenstics of these
paticnts have boen previously described'® and are summarized in Table EI in
thisarticle’s Online Repository at ww w jucioaline. org, Foreach experiment, a
healthy subject (age ramge, 23-30 years) was included for comparison,
Inf d t was obtainad from the patients or their parents and from
healthy control subjecs. The blood was collected under msatutional guide-
lines. and the study was performed in accordance with the Declaration of
Helsnkiand approved by the Ethics Commitiee of the Instituse of Biomedical
Sciences, University of Sio Paulo,

Generation of monocyte-derived macrophages
Human monocyte-derived macrophages (MDMs) were obmined. & peevi-
ously described, with minor modifications. ™ In summary, (D 14" mosocy s
were obeained from PBMCs by using the Monocy e Isolation Kit IT(Milenyi
Biowe, Bagisch Gladbach, Gemmany), according o the manufacturer's -
stracgons, Monocytes were cultured in RPMT 1640 comtaining 105 FBS at
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FIG 1. thiIFN-y, but not sCDS0L, Improves the defective Linglcidal activity and oxidstive burst of MDMs from
CD4OL-deficient patients. A, Cell morphology (top) was edby of phase {Axio VerLAY)
sfter 5days inthe prosence of M-CSF. Flow cytometric analysis (bottorn) was used to characterize expression
of CD14, HLA-DR, CD64, CD163, and CDB6 on the surfaces of MDMs, B, Afwr challenging MO Ms with Pbra-
slliensis, fungicdal activity was assessed by determining CFU values. Before assasy, MDMs were untreated
(=) or treated with (+ JsCD4O0L (500 ng/mL) or thiFN-y (300 UimL) for 48 hours. CFU values (as percentages
of control values) were datermined in relation to the CFU number of untreated MDMs from healthy control
subjects. The results inscatter plots and raw dsta in CFU per millikter are shown in Fig £2.C, MDMs remained
untreated or were cultured for 48 houwrs in the presence of sCDLOL (S00 ng/mL) or rFN-y (100 U/miL); the res-
piratory burst of MDMs was induced by PMA (90 mmolL). Cells were anslyzed with the luminol-enhanced
chemiluminescence sssy, andvalues sre expressed as relative light units (RLU). A significant difference &
denoted as follows: *P< 05 (n = 8 patients and § contol subjects), Mann-Whitney test NS Not significant.
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G 2 Impaired cyoldne production by macrophages from CD40L-deficlent patients. Patients’ macro-
phages gecrate abnormal levels of IL-6. THF-a, IL-1f macropheg e inflam matory protein 165 [MIE-Ta[, P10,
and G-C5F in eaponse to Miuvbercukesls and Pbrasliensie After 48 hourm of sCDA0L 500 ngfmL) or rhiFk-y
1100 Wml} treatment, cytokine production by patients’ macrophages achleved a pattern similar to that
obssrved |n healhy control sublecte Significant differences are denoted s follows *F <,05 (n = & patients

and Bcontrol sulbjects], Mann'Whitney teat.

ITC ina hamidifiad 55 00, amasphee for 5 days in the presence of S50ng!
ml macrophage colony-stimu bung fscor (M-CSF: PeproTech, Princeton,
NI Afierwand, the cells underwent phenotypic characterization, includ ing
analysds of HLA-DR, T4, D0, CD64, CDEG, CDE0, and T 163, They
were ako charscterized for the following patiern recognition recopoors
(PREs): Toll-Be receptors (TT.Rs: TLRI, TLR 2, and TT.RA ) smd C-type Tectin
recepiom ((LLRx doctin=1, dectine 3, mannose receptor, CI206, and dendritic
cell-specific mercelular adhesion malecule 3-gmbhing nonintegrin [DC-
SIGN]. Phenotypic expression was analyzed by using fow ¢yometry (BD
FACSCamta [T Cyvometer ). The dara obtained were analyzed with Flowlo soft-
ware (TreeStar, Ashland, Ore). When indicated, MIDMs were ncubated for 2
maie days i the presence of 100U/l thIFM- {Immukine, Bochringer In-
gelbeim). 30 ngdml. T4 (PepraTech), ar 300 ngfml. sCD 0L Life Tec hend-
oges, Frederick, Md).

Fungicidal activity

MDMs were challenged with Paracoc cdiofdes brasiliends (Pbl8, ahighly
virulent isokne), and the microbicidal activiry was determined by countin
colony-forming wnits (CFLU), as previously desaribod, ™ Briefly, 02 = |
MDMs were culasred in 200 pL of RPMT 1640 in 9 6-well Ast-botiom plates
and challenged with P brasiliensis (ratio 1510, fungusMD0s) for 48 hours,

Five days after sseding and challenging, P brasilissis CFU wemre cousitad,
and CRAL valees {pereentage of control valees) were determined in relition
tovthe CFU nambers of unreated MDMs from healthy conrol subjeets

Analysis of respiratory burst by means of
chemiluminescence

MDM cxidative barss was measurad by wsing lomino b dependent chem-
i minescence, & previously described.™ Laminol (1 mmal/L; Sigma Labo-
ratonics, & Lowis, Moj-prdosded MDMs (0.2 = 10300 gl weee
activated with phorbnod | 2-myristae |3-acetae (PMA: 90 nmol/T., Sigma Lab-
omtores], and chemiluminescence was monitored for 2 hours with & micmo-
plate bmnomoo cado (EGRG Bethold LEMY, Bad Wildbad,
Germany). Results were expresced s selative light umits,

Analysis of cytokine production
Suparnaants of macrophages weded o untrsatad with rhIFMN-y or sCD<0L
were hanvested 48 hours afier P brasiliensis or M sberaulosis ( lysae ™ inca-
baion, Cymkine levels were evaluaied by wsing a8 HOYTMAG-60E-PE 30
Cytokine Kit (Millipare, Bedford, Mass), and data oheained were salyzed
with a Luminex nstrument, acoording to the manefac terer's instroc tions,
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FIG 3. Defectivecontrol of the prolleration of M tuberculosis by MDMs from
CD40L-deficient path Bimp d by thiFN-y. A, Macrophages werechsl-
lenged with M nb«mbﬂ:(um strain), and the phagocytosis index was
determined on day 0 based on CFU counts. B, The bactedal proliferstion in-
dex on day Bwas detérmined based on the ratio of CFU numbersonday8to
CFU numbers on day 0. Data were normallzed according to the sverage
mycobacterial growth of untrested MDMs from healthy control subjects.
Significant differences sre denoted as follows: *P < .05 (n = 6 patients and
8 control subjects ), Mann-Whitney test. NS Notsignificant

Phagocytosis and control of M tuberculosis
proliferation by MDMs

Analyses of M ruberculosis (H3TRy strain) phqocymu and proliferation
control by MDMs were camicd out, as [ltnmdyducnbcd. n bricf, MDMs
were challenged at a |1 mtio (M auberadosis/MDMs) for 3 hours (day 0) snd
washed to remove extmcellala mycobactenia, On day 0 and 6 days later, the
MDMs were hsed with 0.1% saponin treatment, and the bomogenses were
diluted and phited in Middlebrook TH10 medium supplemened with 105
OADC (Difco: acid/albumin/dextroseLatalse ). The resultant colonies were
assessed afier 21 days of mcabation at37°C. M nebe resdosis uptake ( phagocy-
tosis index) daa were obsained from CFU counts performed on day 0. and the
M ndbercudosis growth index was determined based on the ratio of CFU
sumbers on day 6 © CFU numbers on day 0.

In addition to MDMs, to gain evidence about the mole of CDJOL-CDMO
interaction in myeloid cell development, we analyzed the sbility of the
promyelocytic HL-60 cell line to control M rube rewlosis proliferation by chal-
lenging the cdlsata 121 rago (M nbercub ss/HL-60 cells). HL-60 cells were
only challenged for 3 hours becamse of rapid HL-60 proliferation. After this,
HILA60 cells were lysed, and M acberculosis proliferation was assessed based
on CFU values, as performed for MDMs.

RNA sequencing and data processing

Macrophage transoripeome profikes from 3 CDH0L-deficient patients and 3
bealthy control subjects were analyzed, as previously described."™" Toeal
RNA was obtained by using TREol (Tavitroges, Carlshad, Calif), accoeding
to the manufacturer’s instrections. RNA integrity and concentration were
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asessed by using éhe Agilent 2100 Bicanalyser RNA Nano chip (A gilent
Technologics, Santa Clana, Calif) and orthogoaally walidated by means of
visualizigion of the integrity of $ic 28S and 185 band oa an agarose gel
cDNA librasies were obtsined with the Humins CBot and HiScanSQ
using the Illumina TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Tlemins, San Diego,
Calif), according to the mane facturer’s instroctions. Sequencing was camed
oat with the Nlumina HiSeq 2000 pared-end 100-bp (PE 100) sysiem.

Bioinformatic analysis

After quality assessment with FastQC (wwwhioinfomnatics baheaham.ac.
uk/peojects/fasiqe)), reads were aligned with the human cDNA transcripome
from Fnsembl §2 by using Kallisto.” Data were further processed by using
Sieuth ( pachterlab, githubio/slenthy), and the read values were expressed as
trnscripss per million, The transcripts with more than § reads in cach sample
for o least 47% of the sample mnd false di y ate d Pvalues (org
values) of less han 05 were considered differentially expressed genes
(DEGs). Hierarchical clustering analysis was performed with Perseus (Max-
Quant, v1. 11, Martinsried. Gemmany L Gene Ontology (GO) functional ensich-
ment analysis was performed with STRING™ and DAVID"‘“ 0 categonize
nd;meFGib-cdma functional as definad by the
Gene Ontology Consartium,” GcneMANINCyumpc * wasusedto predict
interactions between DEGs by using GO biological process and sousce organ-
ism Homo sapiens as additional parametess.

Stabstiul analysis

I signifi was d by using the nonpammetic Mans-
Whmey test. Data were expressed as medians and 2 5th and 75th percentiles
Statistical apalyses were performmed with GraphPad Prism 4.03 software
(GraphPad Software, San Dicgo. Calif), and P values of .05 or less were
considered significant.

RESULTS
MDMs from CD40L-deficient patients have defective
fungicidal activity and oxidative burst that are
reversed by rhIFN-y but not sCD40L

Based on the morphologic characteristics and expression
pattemns of the CDI4, HLA-DR, CD64, CD163, and CD86
molecules. a homogeneous population of MDMs from CD40L-
deficient patients and healthy control subjects was successfully
generated (Fig 1, A). When challenged with P brasiliensis, mac-
rophages from patients demonstrated reduced fungicidal activity
compared with those from healthy control subjects (Fig 1. B, and
see Fig El in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org). Although sCD4OL. treatment did not significantly increase
the killing activity of macrophages from CD40L-deficient pa-
tients. rhiFN-y improved the fungiadal activity of macrophages
from patients. This finding is consisient with IFN-y’s established
beneficial therapeutic effect for patients with opportu nistic infec-
tions and its well-known role as a phagocyte activator.

Considering the msemal rode of the oxidative burst during
macrophages killing activity, we evaluated the production of reac-
tive oxygen species by PMA-activated MDMs from CD40L-
deficient patients. Patients’ macrophages did not trigger the oxidative
burstafier activation in comparison with those from healthy subjects
(Fig 1, C). Although sCD40L showed a slight increase in macro-
phage responses, no significantenhancement was achieved Howev-
er, thIFN -y statisticall yenhanced the oxidative busst of macrophages
in both patients and control subjects. After rhiFN-y treatment, pa-
tents” MDMs displayed no significant difference compared with un-
treated or thIFN«y-treated MDMs from healthy contol subjects.
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Down-regulated genes in macrophages in CD4OL deficiency
Untreated [FN-y ADAMIO: ADANIS: ALCAM: ALG2: APP. ARNGAPLS: ARMGAPS: ATPISAS: ATPIA2

BASPL; CAD: OCDCT37: COINB: CEPITO; DNAICT: DRANZ; ECHDCE: FLIL: GNAS: HEXE.

y > 2 3 TGHAL: MGKC! IGLCY, JAZFS: KIAAS9IN; LGALSIBP; LIRAS; NATK: MEDI6: ANTT.
C1C2C3 Pl P2P3 ClC2C3 Pl P2 P3 MATI; OSBPLIA: PHLDBI: PPPIR4: RFK. RNFIf RNF3S; SLCIGAS: SMADY
TAPRP; TARSPY: TMED3: UBK: ZACN: Z8ED)

Up-regulated genes in macrophages in CD40L deficiency

CCTNT: ACTRE: ALIVESAT. ANPDA: AP2AT, ARMGEFT. RAGS, C 15y

CALME, CAVX: CIM& CLINTI; CLIP); COLGALTY: CINNAL: CTS8. CYBSRI;
CITHS, DONI9B, EIF2SS; ELOVLE. EPNE2. FAM2ISS, FOGRXB. GIBPl,
GAINTL. GOLOARA, GFS); NDGYF. WFE; NNVR INPRLE ISGloL2. ITHG).
KANSLYE: KHSRP: KTAAL 101 LGALSY: LGMN: MAPIKS: NYONE: NAGK: NaPA
PPPIRY: PTPNT: RIHDM2: RASSFS: RIND: RVHI: SAFE: SDHD: SLCIM3
SLCI?AS: SNNG: TCFIY: INFAIPY: UTRN: XRCCS: 2882 ZFP3aL);

DNANCT
B bl

SLCaram

FIG 4. Hierarchical cluster analyss showing MDM gene signature In patients with CD40L deficiency and the
subsequent effects of IFN-y. A, RNA from MDMs was sequenced, and the transcripts per milllon (TPM)
values are represented on & log: scale, where green shows low expressionand red shows high expression.
The results of untreated (left panel) and rhifN-y-treated (right panel) cells are shown in the heat map. B,

Interaction networks for the DEGs in CD40L defidencyare shown. Networks are shown as predicted by Gen
eManis and visuakzed with Cytoscape



906 CABRAL-MARQUES ET AL

Untreated

IFN-y

Ci1C2C3PIP2P3

CIC2C3PIP2P3

74

JALLERGY CUN IMMUNOL
MARCH 2017

Genes down-regulated by IFN-y

ACERI: ADAMI2: ALK ANKH. ARHGAFP26: ARMCY, ARMT!: ARRDC3: ASKCJ

ASPH: ATPI84: ATPOVYODZ: BACEI! BCATI: BIRCS: BNIP3L: Cliorf43: CSARL
CABLESI: CAPNZ: CCNBI: COIM; CDI63: COI63LE: CDISO: COY. COKI; COKNIC.
CEBPG, CENPF; CEPYS: CRABFPI: CYBRDI: DEXL: DPP4: FABPA: FBLNS; FRMINA:
GAS2LI: GLIPRI: GNGI2: GPNMB: GPRI®I: GPR3S. GISEL; HGSNAT. NIFIA.

HIMOX 1 HS2ST). HS3ISTI; IFNGRI: JQGAPE: JAKMIP2; KCTDT; KIAALI47; KIFI1)
KIFI88; KIFXC: KITLG: LDIRADS; LMNA; LPL: MAGA; MAPKI3; MCM6. MECP).
MERTK; MKT6T; MMD: MMPY; MRO: MSL444: MSEA7: MYRLY: NADK: NCAPG,

NCSI: NGFRAPI: NOTCH3; NOV: OLFMIL2B: OPN3; PAQR3: PCSK6; PCYOXI:
PHACTRI; PIDI!: PIK3IRS: PITHDI; PLKI: PLANA2; PPMIL: PRCI: PTGFRN:
PIGRI: PYX3; PVRLE: RABTE; RAPHI; RDHID; RGCC: RPII-368U21.3; RRA2; SIXC2:;
SERINC2. SERINCS, SH3ID2I. SHB; SIGLECIS, SLCHIAL SLCI6A10; SLCTALL
STMNI; TOPY, TGFBL THBD, 1K1 TLE3; TAMEMSTE; INFRSFIIA; TNFRSF21; INS);
TOP2A; TPX2, TSPANIS,; TUBBS: TYMS, UBASHIE. VGILL: WBPS: XYLTI, ZNF395,

ZNF589;

Genes up-regulated by IFN-y

ABL: ADDSTL6; ADAR: ADGRES; AIM2; AK2. AKRIAL: AKTIS!: ALDIIAL ANKRD22; ANKRD$4: AOAN: APOBECTA: APOBECIC: APOBECIG: APOLL:
APOL2. APOL3. APOLA; APOLS; ASCL2: ASPRDI: ATFS; ATGS: ATOXI; ATPIIA2: AXL; B2M; BAK!: BATF2; BCLS: BIN2A2: BIN3AL: BINIA2: BINIAS:
Clloef2]. Clocf228; CIQA. CIQB. CIQC,; CIR. CIS: C2; CXCDIL. CHA; C4B. Céanf32. Cloefl5. Clorf36. CALl, CALCOCO2; CARDIG. CASPI; CASM,
CASPS. CBRI; CCOCIOM; OCOCI0: CCOCERR: OCLE CCRL2, CDX74; CDIS; COM: CIND: CIMT, CD7; COM, COCHSEL. COKNIA; CFB: CHISLY
CHMPS: CHTA; CLECI84; CLICI, CMPK2; CRISPLD2. CSF2RB; CSK; CTC-479C5.12; CTWNBLI; CTSC, CULL CXCLIO; CXCLIL: CXCLY. CXCR2PI;
CYSLTR2: DAPPI: DCAFII; DDX6O; DHXSS: DNAJAL: DOCKE: DRAMI; DTXIL: DYNLTI: DYSF; EIFSA: ENDODI; EPSTIH: ERAP2; ERICHI; ETHEL
ETVT: FAMF. FARPZ: FAS. FBX0s: FBYOT: FCERIG: FOGRIA: FUGRIB: FCGRIC: FCRIA: FGD2: FGL2. FNBPI: FRMD3: FXRI! FYB. GABARAP,
GADDSSE: GAST; GBPI: GBPIPI: GBP2; GBP&: GRPS; GCHI: GIMAPI-GIMAPS; GIMAPY; GIMAPS; GIMAPS: GIMAPT; GIMAPS: GPBARI; GPRI32:
GRAMDIA; GRINIA; GSAP: GSOMD. GSTRI.GTPBP!: GUKI: GVINPI; HAPLN3: HELZY. HIST2HIBE: HIA-B: HLA-DMB: HLA-DOA; HEA-DPAI; HIA-E
MEA-F; MSSSTIB). HVON); 1CAMI; 1001 IFI2T7: IFI3S; IFI33; 1F1&L: IFI6; JFINE; IFITY; AFTY2; JFITS; IFITS; IFITMI: JFITMS: IFT172; IKBKE; IL10RA;
ILI2RBI JLIS; JLISRA; ILISBP; N27; HLIIRA; N32: JLAll: WK, IRF), IRF?; IRG); ISGIS; ISG0; 1SOCL; ITGAL: ITGB7, ITPRIPLY, JADE2; JAK2: KARS:
KCONES: KONJ2, KDMI B, LAGS: 1AP3: LCP2; LGALSITA; LIMK2: LIPM: LMNBI: IMO2; LPCAT2 LRRK2; LYSE; LY7S: LYN; LYPDS: MAPIKTCL; MAT28!
MAX; MB2IDJ; MOOLNI: MDK: MMP25; MOVIG; MSRBI; MT2A: MTHFD2; MX1; MX2; MYOF.: NYBP2L.I; NAPRT; NCFI: NCFIB: NCFIC. NEURL3,
NFEAMI: NFIX: NFKR2: KLRCS: NMJ: NOD2: NTSC3A4: NUBT; NUCBI; NUMAI: OAST; OAS2: (US3: QDFIR: OGFR; OPTN; P2RX7: PIRYI4; PIRYG: PAKI:
PARPIO: PARPIS; PARPY; POGFS: PDXDILG2: PDESB: PDGFB; PINAZ: PLAIGA: PLER: PLEKIQI: PMi: POMP; PPAI: PRDMI: PRDXI; PRELIDI;
PRPFI9: PRPF3: PSMA2: PSMA&: PSMAS: PSMAG: PSMBIO: PSMB2: PSMBR: PSMB9: PSMEI: PSME2: PSTPIP2: PTGES3IPI: PYRILY: RAR24: RALB:
RAPGEF2: RARRES3: RECKI: RCSDI: REEPS; RERE; RFXS: RGS3: RHBD¥F2: RHOBTB3I: RHOU: RMI2: RNFI448; RNFI198: RNF213: ROGDI: RPII-
10NMI48: RPSSKAS: RSAD2: RSUI; RTP4: SAMDIL: SAT!: SCARB2: SCARF{: SCIMP: SCO2; SCPEP!: SDHB: SECTMI: SEMAD: SERPINB?: SERPINGI:
SFT2D2; SH3BP2: SHKBPI: SIDT2; SIGLECE: SIGLEC!: SLAMFT; SLAMFS: SLCI0A3: SLCISA3: SLC2SA2S: SLO246: SLCSIA2; SLCITAL: SLCSALL
SLCAAI2; SLCSAL. SMOOY: SMINLY: SNX1D; SNX20; SOCSI: SOD2; SPHI6; SPI4OL: SORDL. SRI; STATI: STAT2: STOM; STXIL. TAGAP: TAPI: TAP2
TAPBPML; TECIDI?; TON2; TFEC, TICAM2; TIFA; TIFAB; YLRS; TMEMI(9; YMEMI0; TMEMIOA: TMSBI0: INF: INFAIPo; TNESFIO: TNFSFIIB: TRMT;
TRAF2, TRAFD!. TRANKI; TRIM2!. TRIMZ2, TRIMGY; TRPM2; TXN, TYMP. UBAT; UBD: UBE2LA, UBE2Z, UNCOIRI. USPIS; LSPS0. VAMPS: YPSSIN
WARS. WWCH XAFI; XRNI: XX BPGLIMS (7

AG 5. Heat map of genes not dysregulated in patients with CO40L deficiency but affected by thiFN-y
tregtment. Results for untreated and rhiFN-y-treated cells are shown in the hest map. RNA from MDMs were
saquenced, and thetranseripts per million (TPM) values are representad on a log, scale, where gréen shows
low expression and redshows high expression. Genes significantly upregulated or downregu lated are Ksted.

Defective production of inflammatory cytokines by
macrophages from CD40L-deficient patients is
reversed by rhIFN-y and sCD40L

In addition to responding to invading pathogens by inducing
microbicidal activity, macrophages produce inflammatory cyto-
kines in response to CD40L-CD40 interaction.” Therefore we
analyzed inflammatory cytokines released by MDMs from pa-
tients or control subjects treated or untreated with rhIFN-y or
sCD40L in response to P brasiliensis. In addition, considering
the increased susceptibility to mycobacterial diseases reported
in patients with CD40L deficiency.'" " we also challenged
the macrophages with M abe rculosis. After 48 hours of culmre
in the presence of P brasiliensis or M tuberculosis, macrophages

from CD40L-deficient patients had significandly impaired
production of IL-6, TNF-a, IL-18, macrophage inflammatory
protein 1B, IFN-y-induced protein 10 (IP-10), and granulocyte-
colony stimulating factor (G-CSF) compared with those of
healthy control subjects (Fig 2). With few exceptions, the
impaired cytokine production in CD40L-deficient patients was
significantly improved by both rhIFN-y and sCD40L.,

Impaired control of M tuberculosis proliferation by
macrophages from CD40L-deficient patients is
reversed by rhiFN-y

Considering the essential role of IFN-y in the response
mycobacteria™ and the increased susceptibility to mycobacteria



J ALLERGY CUN IMMUNOL
VOLUME 135, NUMBER 3

TABLE |, Biological process dysregulated in patients with CD40L deficiency

75

CABRAL-MARQUESET AL 807

lated genes

GO term in patients with CD40L deficiency

GO catefly

Genes not sffected by the CD40L defidency but
modulsted by rhlfN-y treatment

GO.0002376  Immune system process ACTR2, ADAMIO, ADAM IS, AP2A2, APP. BAGH,
CANX, CD#4, CD#6, CTSB, FCGR2B, FLII,
IGILS, INPPLI, LGMN, LIIRAG, MAP2K3,
MATK, MITF, MYOIF, OSBPLIA, PPP2R4,

TCFI2, UBB, ZFP36lL1

GOOMSN02  Antigen processing and AP2A2. CANX. HFE. IGLLS. LGMN. OSBPLIA,
presentation of peptide UBB
antigen
GO004S087  Innate immune respoase ACTR2, ADAMI5, APF. CD#4, CD46, CTSB,
1GLLS, LGMN, MAP2K3, MATK, UBB, XRCCS
GO0080134  Regulation of response 1o stress AP2A2, CD#4, CD46, CTSB. DDX398, DNAJC?.,
LGMN, MAP2K. MYOIF, TARBP2. UBB,
XRCCS, ZEB2
GO0007259 JAK-STAT cascade -
GO0055114  Oxidation reduction process ALDHEA T, CYBSRI, GNAS, KIAATI91, PPPIR2,
UBB
GO0006897  Endocytosis ACTR2, AP2A2, APF. CLINTI, IGLLS, INPPLI,
RIN2, SNX6
GO0030335  Posiive regulntion of cell mignation ADAMI0, ARHGAPS, MYOIF
GO:0007264  Small GTPuse-madiated signal ACTR2, ARHGAP25, ARHGEFI, CLIPI,
transduction CINNAL, G3BPI, PPP2RY, RIN2
GO0016192  Vesicle-medinted transport ACTINI, ACTR2, APF. CLINTI, IGLL, INPPLI,
MYOIF, OSBPLIA, RIN2, SNX6, TAPBP
GO0007599  Hemostasis ACINI, APF. ATP2A2, CD44, FLII, GNAS,
PPP2R4
GO0010628 Postive regulition of gene APP. DDX39B, FIJI, HEXB, MAP2K3, MEDI6,
expression SAFB, UBB
GO0045892  Negative segulstion of transcription, BASPI, HDGF, JAZF 1, MITF, MXDI, MX11,
DNA templated SMAD4, SNX6, UBB. XRCCS
GO0030154  Cell differentiation ACTR2. ADAMI0. ADAM 5. ALDHGAI, AP2A2.
APP. ARHGEFI, BAG6, BASPI, CD74, CTSB.
EPHRB2, FLII, GIMAPS, HEXB, HIFIA, LK
JAK2, KITLG, LPL, LYN, MATK, NAPA,
PRPF19, SEMA4D, SMAIM, TCF12, TNFAIP2,
UBB, XRCCS, ZER2, ZFP3i6L1
GO0002521  Leukocy e differentistion ZFP36L1
GO0030099 Myebd cell differentistion FLI, GNAS, MITF

AOAH, APOBEC3G, APOLI, APOL2, APOLS,
BCL3, BNIP3L. C1QA, CI1QB. C1QC. CIR.
CIS, C2, C44, C4B. C5ARI, CALCOCO2,
CCI8, CD163, CDI30, CD40, CD74. CEBPG.
CFB, CITTA, CLIC1, CXCLI0, CXCLIT,
CXCL9, DHX58, FCGRIA. FCGRIG GCHI,
HIFIA, HIST2H2BE, HLA-B. HMOXI, IDO,
IFIHI, IL1S, IL27, I131RA, IL32, IRF7, ITGAL,
LY75, LYN. MMP25, MX1, MX2. NCFI,
NCFIC, NFAM1, NMI, NOD2, P2RX7, PRDXI,
PTX3, RSAD2, SERPINGI, SIGIECI,
SLAMF7, SLCIIAI, TAPI, TAP2, TICAMZ,
TIRS, INF, TNFAIP6

B2M. CD74, ERAP2. FCERIG, HLA-B, HLA-
DMB. HIA-DOA. HIA-DPA I, HLA-E. HIA-E
ICAMI, PSMBS, PSMB9, PSME], SICIIA],
TAP2, TAPBPL

APOBEC3G, APOLI, CIQA, CIQB, C1QC, CIR,
CIS, C2, C4A, C4B, CALCOCO2, CDI80,
CEBPG, CFB, CIITA. DHXSS, FCGRIA,
FCGRIC, GCHI, IFIHI, 1127, NCFI, NCFIC,
NOD?2, PRDXI, SERPINGI, SLAMF7,
SLCIIAI TICAM2, TLR3

HL3IRA. JAK2, NMI, SOCS1, STATI, STAT2

CDC42SE2, QLECI0A, FCERIG, FCGRIA,
FCGRIC, FNBPI, LY75, MERTK, P2RX7,
PTX3, SCARFI, SLC11A]

CXCLIO, HIFIA, ICAM 1, ILK, JAK2, PDGFB

FARP2, HMOXI, IQGAP3, IRRK2, MAPK13,
RAB24, RAB7B, RALB, RAPGEF2, RHOU,
RSUI

CCI8, CDC42SE2, CHMPS, CLECI0A,
FCERIG, FCGRIA, FCGRIC, FNBP1, LY75,
LYN, MERTK, OFPTN, P2RX7, PIEK PTXG,
RHOBTB3, SCARFI, SLC11AL STX11,
VAMPS

CD40, CD9, FBLNS. PLEK. SERPINGI. THBD

BCI3, CIITA, HIFIA, L3IRA, IRF1, PRDMI,
SLCIIAL, TNF, INFSFI3B
CHTA, IRF7, MECP2, PRDMI, RFXS, TNF

CD46, CD74. CINNAL EPHB2, GIMAPS, GNAS,
HIFIA. ILK JAK2. KITLG. LPL, L¥N,
PRPFI9, SEMA4D, TCF12, XRCCS

BAKI, BCL3, CASPS, CD74, CEBPG, FASI,
GIMAPS, GPRIS3, IL15, 1L3IRA, IRFI,
NFAM I, TNF

CASPS8, CEBPG, GIMAPS, 1L31RA, JAK2, LYN,
PML INF

(Continued)
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Dysregulsted genes Genes not affected by the CD40L defidency but
GO term GO category In patients with CO40L deficiency modulated by rhlFN-y trestment
GO.0010608 Posgramscriptional regulation of APP BCL3, EIF5A, FBXO7, MOVIO, PML, SLC1IAI,
gene expression INF

GO0006417  Regulation of translation
GO:0031401  Poskive regulaion of protein
modification process

APFP. TARBP2. 7ZFP36L1

CD44, HDGF. HFE. PPP2R4, UBB, 7ZEB2

BCL3. EIF5A. PML. TNF

CCNBI, CDK1, CULI, L31RA, JAK2, KITLG,
LRRR2, LYN, NOD2, P2RX7, PLKI, PML,
PSMA2, PSMA4, PSMAS PSME2, PSMAG,
PSMB10, PSMB2, PSMBS, PSMBY, PSMEI,
INF

GOOM5859 Regulation of prowin kinase activity APP. GPSI, HDGF, SNX6, TARBP2, UBB, ZEB2 AKTISI, C5ARI, CD74, CDKNIA. CDEN2C.

GADDYSE, ILK., JAK2, KITLG, P2RX7, PAKI,
PDGFB, RGS3, SICIIAI, TNF, TRAF2

in patients with CD40L deficiency, ™" we asked whether mac-
rophages from CD40L-deficient patients have normal capacity to
control the growth of M twbe reulosis. Macrophages from CD40L.-
deficient patients phagocytosed M tuberculosis normally
compared with macrophages from healthy control subjects
(Fig 3, A) but did not control the intracellular proliferation of M
tuberculosis. Most importantly, in accordance with the observa-
tion that refractory mycobacterial disease improves with rhIFN-
¥y treatment (case report), rthIFN-y @gnificantly increased the con-
trol of M wuberculosis proliferation in vitro by macrophages from
patients and healthy control subjects (Fg 3, B).

rhiIFN-y improves dysregulation of the macrophage
transcriptome in patients with CD40L deficiency

Based on the multiple macrophage functional defects observed
in CD40L-deficient patients, we hypothesized that macrophages
from CD40L-deficient patients have systemicdysregulation at the
gene expression level. Therefore we analyzed the ranscriptome
of MDMs from CD40L.-deficient patients using RNA sequencing
and evaluated the effect of thIFN-y on gene expression. Because
it was not possible 1o collect enough macrophages to stimulate
them with both thIFN-y and sCD40L. we focused on the effectof
rhIFN-y because it had the most potential as a new therapeutic
option for patients with CD40L deficiency. We based this decision
on the previously observed success of rhIFN-y therapy for certain
infections,”* " its approval by the US Food and Drug Administra-
tion, and its feasibility for clinical use,

We obtained sufficient numbers of MDMs from 3 patients (P1,
P2_and P3). Before rhIFN-yreatment. we identified atotalof 109
dysregulated genes (DEGs: 48 downregulated and 61 upregulated
genes) when macrophages from CD40L-deficient patients were
compared with those from healthy control subjects (Fig 4, A, left
panel). The functional association network of the DEGs in pa-
tients with CD40L deficiency is demonstrated in Fig 4, B, Dysre-
gulation of the macrophage transcriptome in patients with CD40L
deficiency was not due to M-CSF-induced CD40L effects during
MDM generation because M-CSF was unable to induce CD40L
expression on MDMs (see Fig E2 in this article’s Online Repos-
itory at www jacionline.org). Furthermore, no CD40L. transcript
was undetectable by using RNA sequencing. On the other hand,
sCD40L increased the capacity of the promyelocytic HL-60 cells
tocontrol M tuberculosis proliferation (see Fig E3 in this article’s
Online Repository at www.jacionline,org), indicating a role of

CD40L-CD40 interaction on myeloid cell development
A deuniled investigation about the effect of the CD40L-CD40
interaction on promyelocytic HL-60 cells will be published else-
where (manuscript in preparation),

It is noteworthy that thIFN-y restored the gene expression
profile of the majority of DEGs in patients’ macrophages. After
thIFN-y treatment, only 11 of 109 genes remained differentially
expressed in comparison with results seen in healthy control
subjects (Fig 4, A, right panel). In addition to improving the
expression of 109 DEGs, rhIFN-y influenced the expression of
526 additional genes (133 downregulated and 393 upregulated
genes) compared with that seen in healthy control subjects
(Fig 5). The subsets of 109 DEGs and the additional 526 genes
that were affected by the rhIFN-y treatment are shown within
GO categories (Table 1). The main subsets of genes are directly
involved with the immune system (GO0D02376), including the in-
flammatory response (GO0006954) and wound response
(GO0009611). Moreover, genes responsible for regulation of
transcription (GO:0010628 and GO:0045892) and cell differenti-
ation (GO:0030154, GO:0000904, GO:0045597, GO:0002521,
and GO:0030099) were also affected.

rhiFN-y increases TLR and CLR expression levels

Production of proinflammatory cytokines, oxidative burst, and
effective microbicidal activity are essential functions of Ml
macrophages, which contrast with M2 macrophages (called
alternatively activated macrophages).”’* Despite the functional
defects we observed, no phenotypic alteration was identified on
macrophages from CD40L-deficient patients. The normal expres-
sion of CD86, CD163, and CD206 molecules is shown in Fig E4
in this article’s Online Repository at www. jacionline.org, all of
which are markers that have been used todistinguish M1/M2 sub-
populations.”*' Moreover, macrophages from patients with
CD40L deficiency expressed TLRs and CLRs normally (Fig 6).
Remarkably, rhIFN-y significantly increased expression of
TLRI, TLR2, dectin-1, and CD209 molecules in macrophages
from patients and healthy control subjects.

DISCUSSION

Here we show that human CD40L deficiency impairs innate
immune responses by affecting macrophage differentiation and
function. Macrophage defects associated with impaired dendritic
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FIG 6. Effect of riFN-yon expression of CD40, TLRs, and CLRs by macrophages. Representative histograms
(A) and graphics (B) showing CD40, TLR (TLR1, TLR2, and TLR4), and CLR (dectin-1, dectin-3, mannose re-
ceptor or MR, DEC-205, and CD209) expression, as analyzed by mwans of cytomaetry, MDMs were analyzed
aftor 5 days in the presence of M-CFS, follbwed by 2 additional days in the presence or absence of rthiFN-y.
No significant differences in MDMs from patients versus healthy subjects were observed. “P < 05(n = 6
patients and 8 control subjects), MannWhitney test. NS, Not signficant; MFL Mean fluorescence Intensity.

cell (DC) response in patients with CD40L™ and CD40°* defi-  immunopathologic mechanism underlying the increased suscep-
ciencies pointtoan essential role of the CD40L-CD40interaction  tibility of CD40L-deficient patients to opportunistic infections,
during differentiation of myeloid cells, This fact clarifies a new  which might explain the increased rate of deaths observed in
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patient with CD4OL. deficiency despite the current treatment
armamentarium. ¥ The possibility that the differences observed
between CD40L-deficient patients and young adult control sub-
jects are age related is unlikely. It is well known that innate im-
mune cells, such as macrophages, from neonates and infants
less than 2 years of age have inherent defects; however, older chil -
dren display immune responses comparable with those of
adults.™ ™ In our diagnostic laboratory we have routinely
observed that infants in the first years of life with undefined pri-
mary immunodeficiency disorders, in whom the diagnosis of
CGD has been ruled out by demonstrating normal NADPH activ-
ity, have normal phagocyte responses compared with those in
healthy control subjects (data not shown),

Macrophages have to undergo maturation to a stage that allows
normal clearance of invading pathogens through different mech-
anisms, including generation of a fully potent oxidative burst. The
importance of this pathway is illustrated by CGD, which is caused
by defects affecting components of the phagocyte NADPH
oxidase complex that are crucial in oxidative burst Patients
with CGD face life-threaening infections, even when oxidative
burst is only slightly reduced or partially inhibited,” *’*! There-
fore the partially defective oxidative burst observed in macro-
phages from CD40L-deficient patients might contribute to the
abnormal microbicidal activity that we demonstrated in our ex-
periments and might be a risk factor for the increased susceptibil-
ity to opportunistic fungal and intracellular bacterial infections.
However, it seems unlikely that defective fungicidal activity in
macrophages from CD40L-deficient patients is solely due to
reduced reactive oxygen species production because additional
nonoxidative killing mechanisms might also be affected.

The impaired microbicidal activity, oxidative burdt, and
defective production of cytokines (eg, IL-6, TNF-«, IL-1B.
macrophage inflammatory protein 18, 1P-10, and G-CSF) by
patients’ macrophages suggest that the sbsence of CD40L not
only impairs effector function of macrophages but also initiation
of inflammatory responses. These results are in accordance with
the proinflammatory role of CD40L-CD40 interaction on activa-
tion of macrophages from healthy subjects.”* The multiple de-
fects identified in macrophages from patients with CD40L
deficency indicate that more than 1 aspect of the macrophage im-
mune response can be affected in these subjects. In accordance
with the numerous functional defects displayed by patients” mac-
rophages. we also observed adysregulated gene expression signa-
ture, which was improved in the presence of rhIFN-y.
Considering the high number of DEGs in macrophages from
CD40L-deficient patients, multiple other functions of these cells
remain (o be investigated further.

Contradictory results regarding IFN-y production by CD40L-
deficient T cells have been reported. However, such incongru-
ences might be explained by the fact that PBMCS/T cells from
CD40L-deficient patients are intrinsically capable of producing
IL-12 and IFN-y but do not respond 1o certain stimuli. We found
that PBMCs from CD40L-deficient patients normally produce
IL-12 inresponse to IFN-y and release IFN~y in response to IL-12
stimulation (see Fg ES in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org). These findings contrast with our previous
observation of a significantly impaired 1L-12/IFN-y axis™* in
DC/T-cell cocultures stimulated by Candida albicans or P
brasiliensis. Both Jain et al™ and Subauge et al®* described
impaired IFN-vy production by PBMCs from CD40L-deficient
patients after anti-CD3 stimulation and Toxoplasma gondii
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exposure, respectively. In contrast, Uronen and Callard®” reported
normal IFN-y release by Tcells from CD40L-deficient patients in
response 1o PMA plus ionomycin. In turmn, Felipe-Santos et al®’
observed decreased production of IL-12 and IFN-y in response
to PHA; however, normal generation of IL-12 by LPS and IFN-
¥ by PMAJionomyan was seen in PBMCs from CDI0L-
deficient patients compared with generation in healthy control
subjects.

The treatment of opportunistic infections in CD40L-deficient
patients with rhIFN-y might reduce the high morality rate
associated with CD40L deficiency. despite currently available
treatment options.' ™' ***** This possibility has been illustrated
by the response of one of our CDMOL-deficient patients who,
despite all the treatment available, had refractory disseminated
mycobacterial infection that was improved after rhIFN-y adju-
vant therapy. Taken together, our data point to rhIFN-y as a
possible adjunct immunotherapy, in combination with conven-
tional therapy, for cases of disseminated opportunistic infections
in CD40L-deficient patients. Furthermore, this cytokine is
already available and licensed for clinical use,”~***

Another mechanism by which rhIFN-y might potentiate
macrophage immune responses of macrophages from CD40L-
deficient patients is by increasing the expression of TLRs and
CLRs, both of which are essential for immune responses against
different pathogens”” rhIFN-y treatment of macrophages from
both patients and control subjects caused significantly increased
expression of TLRI. TLR2, dectin-1. and CD209. The potential
of IFN<y influencing PRR expression might explain how
rhIFN-y can restore microbicidal activity in macrophages from
CD40L-deficient patients. However, we did not observe signifi-
cant changes in TLRI. TLR2, dectin-1. and CD209 mRNA
expression after in vitro thIFN-y treatment in our transcriptome
analysis (data not shown). Whether IFN-y regulates the protein
expression of these PRRs by modulating mRNA expression at a
different time point than those we assessed or whether it acts at
a posttranscriptional level requires further investigation.

In conclusion, our data demonstrated that in the absence of the
CD40L-CD40 interaction, macrophages from CD40L-deficient
patients exhibit impaired function and differentiation because of
dysregulation of gene expression that might contribute to their
susceptibility to opportunistic infections, Furthermore, rhIFN-y
mightrepresent 2 new therapeutic option for patients with CD40L
deficiency by restoring certin functions 1o macrophages.

Wethank all the patients and their families for panticipation i this study. We
dso thank Dr Eunice Dusnte from the Lab Alfs LTDA and Lasinete Tavares
from the Federal University of S3o Paulo for blood ssmple collection.

Clinical implications: The absence of CDJ4OL impairs macro-
phage differentiation and function, and its lack contributes to
increased susceptibility of CD40L-deficient patients to life-

threatening infecions, Furthermore, rhIFN-y improves the
function of macrophages from CDJOL-deficient patients, indi-
cating this cytokine as a potential new ad juvant therapy.

REFERENCES
1. Aruffo A, Famrngton M, Hollentwugh D, Li X, Milstovich A, Nonoyasm S, et al
The CDX) ligand 3, ic defoctive in activated T cells from patiests with X
linked Byper-IgM syndeome, Cell 199372291300



J ALLERGY CUN IMMUNOL
VOLUME 139, NUMBER 3

2. Alks RC, Armitsge R), Conley ME, Rosesblast 1, Jenkins NA, Copeland NCGL
et al. CDA0 ligand gene defects responsble for Xolinkad hyper-IgM syndrome.
Sciemce 1993 259.990.5.

3. DxSanto )P, Bomnefoy 1Y, Gauchas JP, Pischer A, de Saint Basle G. CD0 ligand
mutations in lnked immusncdeficency with hyperdgM. Natuee 19933610
5403,

4. Puleiss R, Ramesh N, Lob R, Jabars IE Rowen RS, Chatls T, et al. Defective
expresdon of the CDO ligand In X cwo 1mled gyl b
Aeliciency with mormal o elevated TgM. Proc Natl Acsd Sei U S A 19939C:
21703,

S. Korthiner U, Graf D, Mages HW, Britew F,. Pxlayacheoe M, Makolm S, et al
Defective expreveon of Tecell CDMO ligand caswes Nolinked immmnodeficiency
with hyper-IgM. Natare 1993 361 53941,

6. Kim HS, Zhang X, Choi YS. Actation and proliferatios of bllicslar dendhritic
cell-Fhe cells by actvated T lymphocytes. J fmmunol 1994153295161,

7. Caux C. Massacrier C, Vanbervliet B. Dabow B, Van Kootes C. Darand 1 etal
Actration of human dendritic cells tirough CD40 cross-Bnkmg. J Exp Med
1994:1 8X 126372,

8. Heeschen C, Dimmeker S, Hasam CW, van den Brand MJ. Boersma E, Zedher
AM. et al. Soluble CDY) Egand n acue coronay synfomes. N Eagl J Med
2003388110411

9. Hena V. Skapsky R, Grafe M, Aragnostopaekos [, Forster R, Muller-Berghaus G,
et al. (DA ligand on activated plarles mgpers an inflammatory reaction of
endothelinl cells. Namre 19983915914

10 Mawoudi 1, Papadali I The rok of CDAYVCDA0 ligand intersctions is bone
manow granulopatess. Sci Werld J 201 1:11:201 19,

11 Mazzel G, Ede MD, Lonberger C, 1 Henchee S, Geater P, Durasdy
A, et al Recombinse sokihle trimeric CDA0 ligand is bislogically scsve. J Bial
Chem 19K27: 0258

12 &ehnﬂs Dusent V, Caux C, Pandras D, Fayre C, Vallé A, et al Dieibution of

s kecules on bone and cond Boal CDI4+ henamn.
poiese cells, Exp Hematol 1992,20:24-33,

13 Solasills A, Dechanet 1, Bl Andalouss A, Depeny M, Gadand F, Chateol J et al
CDI0 ligan! smalaes myelogoiesia by regulasing flt3-ligand aad firembopaie-
1@ production in bane 1 cells. Blood 200095375864,

14 ForesRomo L, Biiek P, Duvert V, van Kocten C, S-bds.hdmu-l
CD40 ligason on umam cond bload D34+ b e
their proliferason and differemtiation n® fancs
1971853419,

15. Malk N, Geenfickl BW. Wahl AF, Kiener PA. Activation of human mxmocyies
frosgh CD) induces matnix lopmei J Immanod 1996:1 56395264

16 Geissmann F, Mamz MG, Jusg S, Sieweke MH, Merad M, Ley K. Development of
monccyes. macrophages, and dendritic cells. Science 200(:327:656-61.

17. Kulms DB, Alvord WG, Heller T, Feld JJ, Pike KM, Marciano BE, et al. Residual
NADFH acklase and swvival in clronic grandomstous disexse. N Bagl J Med
201036326800 100

18 Cahed Masques O, Klaver S Schimke LE Asceadino £H, Khan TA, Pereira
Maal.ﬁnrqald!nebypu I;Mqulu-ue;llydiul‘hmm
Society for 1 telick | usigee infectons, and ouw-
comes. J Cln Imeusol X014.34: 14656

19. de Ofiveirs Jusdce I, IAMNB.MC.CMMnO.MuW
Schimbe LF, et al, Clinkcal and genotypic o
dineawe 0 71 u.MmMm:hmmmmeuﬁwb
dair Rlood Cancer 01562.2101.7,

20 Levy ], ExpanclBoren T. Thomas C, Fischer A, Tova P, Bardigeni P, et al Clin-
ical spectrum of X-hinked hyper 1gM syndrome. J Pedax 1997:130:47.54,

21, Cahrd - Masques O, Schimke IF, Pesrira PV, Takai A, de Oliwina JB, Tacken
M, et al, Expanding the cBnical and genetc pectrum of Suman CDI. defi-
cency: the of p Woidomyomis and other l infects
in Brazibam patients. J Clin fmmnmal 2012:32:212:200

22 Cabal-Masques O, Arslanian C, Ramos RN. Morato M, Schamiz L, Soeiro Per.
eira PV, et al. Dendrtic cells from X-Iinkex byper-IgM patieats present impared
responses © Candids alb and i idoides bragliensis. § Alkergy Clin
Tmmanad 2012:129:778-86.

23 Jain A, Atinson TP, Lipky PE Slater JE, Nelson DL, Szober W. Defecs of T-
cell effector fancgion and post-thymic materation in X- Bnked hyper-IgM syn-
drome. § Chn Invest 1999;10%:1151.8

24 Suhuse CS, Wesendap M, $

'h&ikul& J Exp Med

of cwond

RU, Leiva LE. CDIG.CD40 ligand ineer-
action is central 1 cell-medisted immunity againg Toxoplaxma gondi: puti
with hyper IgM sy have 3 defective type |
be mueed by saluhle CDA lignd wimer, § lmnencl 1999:162:6690.700,
2. Esekowie RA. Siefl CA, Dinsacs MC, Natian DG, Orkin S, Newburger PE

in Xolisked chromi

79

CABRAL-MARQUESET AL 911

granzlomatous disease occurs ot the level of 2 progemwor cell Blood 1954
76:2445.8.

26. Bemiller LS, Roberts DH, Starko KM, Cununie ST, Safety and effectveness of
long-term interferon gumma therapy i pad with chrosic gramulk A&
ease. Blood Cells Mol D 199521:2%.47,

27, Marcianes BE, Wesley R, De Carlo ES, Anderson V1L, Bamban LA, Damell D,
et al Long-term interk Bt theeapy for pat with clwenic granukima.
toes divease. Clin Infect Dis 200439 5924,

28. (a0 XF, Yang ZW, Li ] Adjusctive Serapy with inetferon-¢ fof the
of puls derculonin: any atic review, [s § Infect Dis XN 1515 595600,

. Ahng MJ, Wdh T2, lterforce- gansma and colbny asmadasng Factors s adj-
vant Gerapy for refactory fungal isfectiom @ claklren. Pediar Infoct Din J XD4;
2376973,

). Kellcher P, Goadwall A, Mul girigama A, nmu.mmnc WimR etal,
Inwerferon-gamma therapy in two pas with prog 7 y
wpergilbsis. Far Respir J 2“27 1307-10.

31. AkMahsen S, Caanowa JL. The penetc beerogeneity of mendelion susceptinil -
ity % mycobacterial dseases J Allergy Clin Immunol 2008:122:1(83.51.

32. Beyer M, Mallmaan MR. Xoe J, Staratcchek-Jox A, Vorboh D, Krebs W. etal.
Hghresolwi P of haman phages. PLoS One 20127045466,

33. Pima A, Saldiva PIL Restrepo LE Calich VL. N, il roke in p Y para.
cocadiodamycosts depends on e msisnce patern of hosts J Leskoc Biol
2006:9:120213.

34. Sociro-Perewa PV, Fakeai A, Kaho CA, Oliveira-dinior BB, Margees OC, An-
tumes B etal BAY 412272 2 soluble guanylste cyclase agomst, activates human
mononuckar phagocyies. Br J Pharmuacol 2002 16&1617-X).

35. Verreck FA, de Boer T, Lasgeaherg DM, Hoeve MA, Kramer M, Vasherg E,
et al Ihnnn 125 ¢ ing type 1 phages | het IL.KM

laing type 2 pluges wibvan o Proc Nad
Ad&a US A 200410145605,

36, Amaral BP, Riteito SOM, Lanes VR, Alimeids PM, de Andeade MR, Bamfiss CC,
o al, Pulasnary infection with hypervinden Mycobacteria reveals 3 crucial role
for the P2X7 recepten in aggresive fosms of tubercalocin, PLoS Pathog 2004;10:
10041 8%,

37. Deng C, Ziao G, Zhong M. Yoe Y, Wu I, Xicmg 5. RNA ssquencing and tran -
scripomal analyss of human monocyte 1o mecroplage differeriation. Gene
201351927957,

38. Hnlm) P—wwni- RG-:P Honkela A, Razray M. Fast and accurate

aof ™ expression from RNA -eq datm. Biom format -
ia 201 53138819,

9. Szklwczyk D, Frascesclimi A, %S.Mndl( IHI:D lhaw(]qnsl
et al. STRING vI0: prowinqrotem d over e
tree of 1fe. Nuclexs Acids Res X)15:43:D447.52

4. Hmng DW, &aml’l’ LamchRA Bmfm ennichment tools: paths
towand the preh 1} of large genme Inas. Nauckic Acds
Res AXB3T 1L

41, Hasngda DW, Lempicki RA, Sherman BT. Systemanc and ireegrative saalysisof
lazge geme lists using DAVID hiclsformascs rescurces. Nat Prowoc 2009:4:44.57.

Q2. Ashturmer M, Ball CA, Blske JA, Bosten D, Butker I, Cheery IM, et 3l Gene
omolegy: tool for e anifcaton of blokgy. The Geae Omokigy Comortium Nat
Cienet 200025:25.9,

43, Warde Farky D, DauH-nSLCuuaO.ZMK l.-hvll.&-ol’ etal,
The GeteMANIA predicion server: bnlogical oation for geae gris
oﬂb.uh-—dpndctq gene function, Nuckic Acidh Res 01038 W214.20,

44, Bastamante J, Arise AA, Vog G, Picasd C, Galicia LB, Prando C, et al, Germine
mﬂmumlU-latwly.Mw'mhlﬁ-d-whxiﬁdw

ial & - Nat T 12011:12213-21.
a5, Vomgl.l.?hn" Zl-eW Tan 70, Wang WF, Waag XF et al. Clnical fea-
twes and penesc analyss of 20 Chinese patie s with X-linked hyper-igM sm-
drome. J Immamal Res 201 £2014683 160,

%, Bul-—el Boisson-Dupais S.Ahi LCamwa J-L. Mendelan suscepshikty
ta ul & gemetic, ical, and clmical fe of inbam
mof IFNvy immunity. Semn Immanol ‘N)lt%:dﬁ 0.

47. Covarrubias A, Byles V, Homg T. ROS sets fie stage for macrophage & flerenti-
ation. Cell Res X113 23:984.5.

48. Pollasd JW. Tropluc phages in develop and di
2009:9:259.70.

29. Weber M, Mochius P, Bugner-Herold M, Amann K, Preidl R, Nealam FW, et al.
Macrophage polinstion changes within the lm:hmndnpmu tmpy -r.l

(ayven
0 (nay

: 4

Nat Rev Immvusol

Restoragon of phagocyte function by

st can tumowr ction in oral cell
seady. u:c—:—zms,nnme
S0. Biswas SK, M. w2 A Macrophage pl ty and in fon with lysptocyte
T cancer a4 3 paradiges Nat | ol 000K 11 X89.96,



80

912 CABRAL-MARQUES ET AL JALLERGY CLN IMMUNOL

MARCH 2017

51 Riser T. Undestnding the myserions M2 phage fircugh acti 6. Borregaard N, Cross AR, Herlin T, Jomes OT, Segal AW, Valerius NH. A variam

markers and effecor mechant Meds Infl 215201 5816460, form of X-laked chronic granubmatous discase with nomal miroblue tetmao-
52 Fomtam S M D, Mangal S, De Fran M, Vermi W, Ferrari S, et al Bum dide st and cywchvome b Fur ] Clin lovest 1985132408

Tuncth quol“““' cells iy with CD40 deficiency Bload 61. Roeder J, Segever F, Mobach I Klement S, Thieme S, Rien-Wollf A et al.

2003 124095106
33 De Kieer I, Willems F, Lambrecis B, Gariely S. Ontogeny of myeloid celbs. From
Immanol 20145425,
$4 Mardd 1, Kiposrss R, Campbell DE, Polin RA. Crosger ], Johnson RB Jr. Can.
M—hmi-&hn conate. Impaired IFN.gamena activation of
in mewbarn infases J 1 1 194 153509,
S&L-C’LCA—!M&-:R.AM&MWUQWM
from neosatal mice. Natwe 1979, 282.127.9,
“%-WLMI&M-NS&&OQM-IDM!W
function in the newh Am) D Ould 1977030112412,
] mnate b agent Infect lmmen 200674

53 Masid L N
19992006,
L1 8 mam-mn-unmumu,mmaau
'] - ] qeddiey to mfecs Rev Bfect Dis 1990
l!-qll)&lb-m.
$9. Marodi L. Downreglats
musol 2002,128:1-2

£y to miecs

n Musnan

of TSI Clin Exp e

K?-,blmnl:hqu-tlldu-hmdym-‘hﬁn
an ely lae dagnonis of chromic g dwase (CGD). PLaS
One 201 27:eMM 296

&. Urmen H, Calland RE Absence of CD4OCDA0 lgand isteracsions in X-Raled
yper-igM synfome does mot affect dfferensiation of T helper cell sbwess.
Qs Exp Imenusol 2000 121: 34652

&), Rlipe-Sanws O, Banmenasye J, Haverkamp MH, Vinolo E, Ka CL, Puel A et al.
X-hrked miscepaib cbhacreria is camed by mazasons in NEMO empair
qcmo«pamn.-vmm.u 2006205:1745-59.

61, Seminsdo AG, Dias Ballve D, Comas D, Gamer Raccio A, Di Giovamni D,
Bezrodnik L. DN inaed chacterial inds in 2 patient with CDIL def.
cleacy. 1cn|-unumxns|a

65. Wakslden JA, Marino MC, Ocin H, Fuedhan R, Scholl PR, Geha R, ot al The
X-Enked by per1gM syndrome: chsscal s | dag & of 79 pat
Maliine (Baltismare) 2003,82:373-84,

6. Ceijtesbeck TBH, omgm- st sg-n.q Sirogh Ctype kectin pecepton:
duping ¢ + I NPIAEST9,




