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RESUMO

FRANCA, T. T. Genotipo e fenotipo de pacientes latino-americanos com deficiéncia de
CD40L e novos mecanismos imunopatoldgicos associados a doenga. 2021. 108 f. Tese
(Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2021.

Pacientes com deficiéncia de CD40L apresentam manifestacbes clinicas graves e
heterogéneas, aléem de maior suscetibilidade a infeccBGes de repeticdo causadas por diferentes
classes de microrganismos, que se apresentam ja nos primeiros anos de vida e contribuem de
maneira significativa para a mortalidade desses individuos. Uma das caracteristicas clinicas
mais marcantes da deficiéncia de CD40L é a neutropenia, manifestacdo hematoldgica que
afeta aproximadamente 70% dos individuos com a doenca. Os neutrofilos sdo a primeira linha
de defesa contra patdgenos, mediando reacdes inflamatorias e participando do controle de
infeccbes. Essas células sdo produzidas na medula 6ssea em um processo denominado
granulopoiese, no qual as células progenitoras se diferenciam sequencialmente até atingirem o
estagio final de neutrofilos maduros. Nosso grupo demostrou anteriormente que, além de
apresentar alteragbes no numero de neutrofilos, pacientes com deficiéncia de CD40L
apresentam neutrofilos circulantes com respostas efetoras prejudicadas, sugerindo falhas no
desenvolvimento celular. Assim, o presente trabalho teve duas linhas principais de estudo: a
caracterizacdo clinica, laboratorial e genética de pacientes latino-americanos deficientes de
CD40L e a investigagdo dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento e
trafego de neutrofilos na deficiéncia de CD40L. Para tanto, analisamos dados retrospectivos
de 50 pacientes latino-americanos afetados pela sindrome e investigamos o efeito da
deficiéncia de CD40L no desenvolvimento e trafego de neutrofilos por meio de avaliages
funcionais e andlise do transcriptoma de neutréfilos de pacientes com deficiéncia de CD40L e
camundongos nocaute para 0 gene Cd40lg (camundongos CDA40L/) Clinicamente,
caracterizamos a maior coorte de pacientes latino-americanos com deficiéncia de CD40L,
descrevemos seis novas variantes no CD40LG e apresentamos 0 maior nimero de patdgenos
ja relatado em uma Unica coorte de pacientes com deficiéncia de CD40L. Os resultados
experimentais revelaram que os neutréfilos de pacientes com deficiéncia de CD40L
apresentaram defeitos na migragdo in vitro, mecanismo imunopatolégico até entdo nao
descrito na sindrome. Além disso, camundongos CD40L /- apresentaram desregulacdo na
geracdo de neutrdfilos na medula 6ssea e reducdo no numero celular em érgdos periféricos.
Corroborando esses resultados, a analise do transcriptoma de neutrofilos de camundongos
CD40L/ e pacientes com deficiéncia de CD40L aponta para desregulacdo na granulopoiese e
trafego celular. Juntos, os resultados obtidos apontam para defeitos na geragéo e distribuicao
dos neutréfilos na auséncia de CD40L. A caracterizagdo clinica e a elucidagdo dos
mecanismos envolvidos na deficiéncia de CD40L contribuem para o melhor entendimento dos
mecanismos imunopatoldgicos associados a doenca e permite 0 avango no conhecimento
sobre o papel do CD40L no desenvolvimento celular e na resposta imune.

Palavras-chave: CD40 ligante. Deficiéncia de CD40L. Neutrofilo. Granulopoiese.
Desenvolvimento celular. Trafego celular.



ABSTRACT

FRANCA, T. T. Genotype and phenotype of Latin American patients with CD40L
deficiency and new immunopathological mechanisms associated with the disease. 2021.
108 p. Ph.D. thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2021.

Patients with CD40L deficiency present severe and heterogeneous clinical manifestations and
increased susceptibility to recurrent infections caused by different classes of microorganisms,
which begin in the first years of life and significantly contribute to the mortality of these
patients. One of the main clinical features of CD40L-deficient patients is neutropenia, a
hematologic manifestation that affects approximately 70% of individuals with the disease.
Neutrophils are the first line of defense against pathogens, mediating inflammatory reactions
and participating in infection control. These cells are produced in the bone marrow in a
process called granulopoiesis, in which the progenitor cells sequentially differentiate until
they reach the final stage of mature neutrophils. Our group has previously shown that, in
addition to presenting changes in neutrophils' number, patients with CD40L deficiency have
circulating neutrophils with impaired effector responses, suggesting failures in cell
development. Thus, the present work had two main lines of study: the clinical, laboratory, and
genetic characterization of Latin-American patients with CD40L deficiency and the
investigation of the molecular mechanisms involved in the development and trafficking of
neutrophils in the CD40L deficiency. We retrospectively analyzed data from 50 Latin-
American patients affected by the syndrome and investigated the effect of CD40L deficiency
on the development and trafficking of neutrophils through functional experiments and
transcriptome analysis of neutrophils from patients with CD40L deficiency and knockout
mice for Cd40lg (CD40L /- mice). Clinically, we characterized the largest cohort of Latin
American patients with CD40L deficiency, described six new variants in CD40LG, and
presented the largest number of pathogens reported so far in a single cohort of CD40L-
deficient patients. Experimentally, we revealed that neutrophils from patients with CD40L
deficiency showed in vitro migration defects, an immunopathological mechanism not
previously described in the syndrome. Furthermore, CD40L /- mice showed dysregulation in
the generation of neutrophils in the bone marrow and reduced cell number in peripheral
organs. Corroborating these results, the transcriptome analysis of CD40L /- mice and patients
with CD40L deficiency suggests dysregulation in granulopoiesis and neutrophil trafficking.
Together, these results point to defects in the generation and distribution of neutrophils in the
absence of CD40L. The clinical characterization and elucidation of the mechanisms involved
in the CD40L deficiency contribute to a better understanding of the immunopathological
mechanisms associated with the disease and advance the understanding of the role of CD40L
in cell development and immune response.

Keywords: CD40 ligand. CD40L deficiency. Neutrophil. Granulopoiesis. Cell development.
Cell traffic.



1. INTRODUCAO

1.1. Erros inatos da imunidade: um breve olhar sobre o panorama atual

Os Erros Inatos da Imunidade (EIl), também conhecidos como Imunodeficiéncias
Primarias, sdo um grupo de desordens genéticas congénitas que podem comprometer o
funcionamento de diferentes componentes do sistema imunel. Como consequéncia dessas
alteracdes, individuos portadores de Ells sdo susceptiveis a infeccBes graves e recorrentes,
desordens autoimunes e neoplasias?. A Gltima atualizacdo publicada pela Unido Internacional
das Sociedades de Imunologia em 2021 reportou a existéncia de 456 defeitos monogénicos?,
nimeros que tem aumentado rapidamente nos ultimos anos em decorréncia dos avangos
tecnoldgicos e cientificos na area do diagnéstico de doencas genéticas®4.

Embora os Ells sejam classicamente considerados doencas raras, dados atuais indicam
que essas doencas sdo mais frequentes do que inicialmente imaginado, apresentando
prevaléncia coletiva estimada de 1/1.000 a 1/5.000 de individuos (variacdo de acordo com a
doenca e populacdo estudada)®>. De acordo com dados recentes da Sociedade Latino-
Americana de Imunodeficiéncias (LASID, do inglés Latin-American Society for
Immunodeficiencies), o Brasil tem atualmente 1.988 pacientes com Ells registrados em seu
sistema  (fonte: https://lasidregistry.org/view/statistics/general/2021-06), ndmero  que
representa prevaléncia de aproximadamente um paciente com EIl para cada 107 mil
habitantes (dados coletados em agosto de 2021; populagdo brasileira estimada em 214
milhdes). Embora estes numeros abaixo da prevaléncia mundial estimada possam ser
parcialmente atribuidos a auséncia de cadastro no sistema, eles também sugerem que milhares
de pacientes brasileiros com Ells podem estar sem diagndstico definido e, consequentemente,
sem tratamento adequado.

Os Ell sdo classificados em 9 grupos de acordo com o defeito imunolégico associado?.
O grupo de doencas classificadas como “Imunodeficiéncias que Afetam a Imunidade Celular
e Humoral” sdo imunodeficiéncias combinadas nas quais o funcionamento de ambos
componentes celulares e humorais da imunidade encontram-se afetados, resultando em
desordens complexas e de fendtipos heterogéneos!246. Inserida no subgrupo de
imunodeficiéncias combinadas podemos encontrar a deficiéncia de CD40 ligante (CD40L),
também conhecida como Sindrome de hiper-IgM ligada ao X (X-HIGM, do inglés X-linked

Hyper-immunoglobulin M syndrome), pois embora esta sindrome tenha sido inicialmente



caracterizada como uma imunodeficiéncia predominantemente de anticorpos, pacientes com

esta doenca também apresentam defeitos nos componentes celulares da imunidade inata e
adquirida, afetando desta maneira a resposta imune em sua totalidade?’.

1.2. As Sindromes de Hiper IgM e sua forma ligada ao X, a deficiéncia de CD40L

As Sindromes de Hiper-IgM (HIGMs, do inglés Hyper-immunoglobulin M syndrome)
compreendem um grupo heterogéneo de doengas caracterizadas clinicamente por niveis
séricos normais ou elevados de IgM associados a reducéo ou auséncia das demais classes de
anticorpos®. As HIGMs de origem genética podem apresentar padréo de heranga autossémica
recessiva (variantes nos genes codificantes das moléculas CD40, AID, UNG, ATM e PMS2),
autossomica dominante (variantes em IxBo, AID ou PI3K) e ligada ao X (variantes no
CD40L e NEMO), podendo resultar em doencas distintas e com apresentacfes clinicas
variadas de acordo com a molécula afetada®-1°.

As variantes causadoras das HIGM resultam em defeitos na troca de classe das
imunoglobulinas (CSR, do inglés class-switch recombination) e possivel comprometimento
na hipermutacdo somatica das imunoglobulinas (SHM, do inglés somatic hypermutation)
gerados pela auséncia ou desregulacdo no funcionamento de moléculas envolvidas nestes
processos® 12, A CRS e a SHM sdo dois processos criticos na producdo e maturacdo dos
anticorpos que ocorrem em decorréncia da interacdo dos linfocitos T com os linfécitos B.
Essa interacdo de células T-B induz a troca na producgdo de imunoglobulinas (Igs) da classe
IgM (Ig expressa por linfécitos B virgens e secretada apos ativacdo T independente) pela
geracdo e secrecdo das demais classes de Igs (1gG, IgA e IgE), além de induzir a maturagdo da
afinidade das Igs via SHM, processo que resulta na producéo de anticorpos com alta afinidade
de ligacdo ao antigeno?*s.

Embora diversos genes tenham sido associados as HIGMs, aproximadamente 60-70%
dos casos notificados séo causados por mutacdes no gene CD40LG, que resultam na forma da
doenca ligada ao X, a X-HIGM ou deficiéncia de CD40L1415, A deficiénciade CD40L é uma
imunodeficiéncia rara, com incidéncia global estimada de aproximadamente 1/1.000.000 de
individuos e que afeta individuos do sexo masculino!®:17, Os primeiros casos da doenca foram
relatados em 1961 de maneira independente pelos médicos Rosen e Burtin, os quais

descreveram pacientes que apresentavam linfonodos pouco organizados com auséncia de



centros germinativos e niveis séricos elevados de IgM associados a reducdo de 1gG, razdo
pela qual a doenca foi inicialmente chamada de Disgamaglobulinemia8-29,

Pacientes com deficiéncia de CD40L apresentam manifestacdes clinicas graves com
espectro clinico variado®1® (Tabela 1). Esta caracteristica se deve ao fato de que a sinalizagdo
gerada pelo CD40L exerce papel essencial ndo somente nos processos de CSR e SHM
supracitados, mas também medeia outros diversos processos no organismo (discutidos no

decorrer deste capitulo).

Tabela 1. Manifestagdes clinicas na deficiéncia de CD40L*.

Manifestacgoes clinicas N (%)
Pneumonia 110 (81)
Pneumocystis jirovecii 56 (41)
Infecgdo do trato respiratorio superior 88 (65)
Neutropenia 88 (65)
Crbnica 52 (38)
Intermitente/ ciclica 36 (27)
Anemia 30(22)
Diarreia 55 (41)
Ulcera oral 49 (36)
Sepse 18 (13)
Hepatite 16 (12)
Colangite esclerosante 16 (12)
Infeccdes do sistema nervoso central 16 (12)
Tumores 5(4)

* Adaptado de Qamare Fuleihan, 201412,

Pacientes deficientes de CD40L apresentam infeccGes recorrentes e graves ja no
primeiro ano de vida e sdo susceptiveis a infec¢bes oportunistas causadas por diversas classes
de patdgenos como bactérias, virus, parasitas e fungos!1:1521, Vale ressaltar que o espectro de
agentes etioldgicos causadores de infeccBes pode variar de acordo com as condicdes
ambientais (exposicdo aos patdgenos) e socioecondmicas (acesso ao saneamento bésico),
podendo dessa maneira influenciar no fenétipo da doenga®22. Além de infeccdes recorrentes,
pacientes com deficiéncia de CD40L também apresentam outras manifestacdes clinicas
graves como neutropenia, distUrbios gastrointestinais e quadros de sepse que, em conjunto,
contribuem para a alta mortalidade associada a doenga'’22.

Devido as alteracbes na producdo de anticorpos, pacientes com deficiéncia de CD40L
recebem terapia de reposicdo de Igs, tratamento que reduz significativamente a frequéncia e
gravidade das infeccbes apresentadas por pacientes com defeitos na producdo de

anticorpos!423-25, Associadas a reposicdo de Ig, terapias antibacterianas e antiflingicas podem



ser administradas para prevenir ou tratar infecces em curso®22, enquanto a administracéo do
fator estimulador de coldnias de granuldcitos (G-CSF) recombinante humano (rhG-CSF) é
comumente utilizado na tentativa de reverter os quadros de neutropenia grave desses
pacientes?6-27, Atualmente, a Unica opcao terapéutica curativa para a deficiéncia de CD40L é o
transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH), e um nimero crescente de pacientes
submetidos a este procedimento tem sido descritos na literatura?®-32, No entanto, um estudo
retrospectivo de coortes internacionais incluindo 176 pacientes com deficiéncia de CD40L
provenientes de diversos paises revelou auséncia de diferenca estatistica significativa na
sobrevida de pacientes tratados ou ndo com TCTH!’. Além disso, 0 TCTH é ainda um desafio
na Ameérica Latina, onde estima-se que menos de 10% dos transplantes necessarios no
tratamento de Ells sejam realizad 0s32.

Assim, apesar dos protocolos de tratamento mostrarem eficacia na reducdo da
incidéncia das infecgOes apresentadas pelos pacientes com deficiéncia de CD40L, a sobrevida
ainda € insatisfatéria, e apenas aproximadamente 20% dos individuos afetados sobrevivem
mais que 25 anos'®. ComplicacOes clinicas graves como infeccdes com risco de morte,
quadros de colangite esclerosante e surgimento de malignidades se mantem frequentes mesmo
em pacientes sob tratamento??, destacando a necessidade de um melhor entendimento dos
mecanismos imunopatoldgicos associados a doenca e do desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas que visem a melhora da qualidade de vida desses pacientes.

1.3. Caracteristicas moleculares e papel do CD40L na resposta imune.

Somente em 1993, vinte e dois anos depois dos primeiros casos de X-HIGM serem
descritos por Rosen e Burtin, cinco grupos independentes descreveram a relacdo causal entre
a X-HIGM e mutagbes no gene CD40LG3*38, Em humanos, o CD40LG encontra-se
localizado no cromossomo X e é composto por cinco exons que codificam as porgdes
intracelular, transmembrana e extracelular da molécula CD40L3%40, Variantes patogénicas no
CD40LG podem resultar na auséncia, reducdo, ou expressdo de moléculas nao funcionais de
CD40L*L. O CD40L, também conhecido como CD154 ou gp39, é uma proteina de membrana
do tipo Il pertencente a familia do fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis
factor)*243, Esta molécula é altamente expressa por linfécitos T CD4* e plaquetas ativadas e
pode ser clivada em sua forma sollivel, o CD40Ls, e agir de maneira sistémica**. O CD40L é

também expresso em menor quantidade por linfocitos T CD8*, células NK, linfocitos B,



células dendriticas (DCs, do inglés dendritic cells), mondcitos/macrofagos, células
endoteliais, neutréfilos, entre outras células*®.

O principal receptor do CD40L é o CD40, proteina transmembrana do tipo |
pertencente a superfamilia de receptores do TNF e seu gene se encontra localizado no
cromossomo 2046, O CD40 é constitutivamente expresso em células apresentadoras de
antigenos (APC, do inglés antigen presenting cells) como linfdcitos B, macréfagos e DCs,
sendo também expresso por plaquetas, células endoteliais, linfécitos T e neutréfilos apds
ativacdo*>#’. A interacdo do CD40L com o CD40 induz o recrutamento de proteinas
adaptadoras associadas ao receptor TNF (TRAF, do inglés TNF-receptor associated factors),
predominantemente TRAF1, TRAF2 e TRAF6, que desencadeiam a ativacdo de diferentes
vias de sinalizacédo intracelulares, incluindo a ativagdo das vias do fator nuclear kB (NF-kB,
do inglés nuclear fator kB) e JNK/p38/ERK*’. A sinalizacdo pode também ocorrer
independente de proteinas TRAFs por meio de tirosinas quinases incluindo Jak3 e PI3K,
gerando subsequente ativacdo da via Jak-STAT#849 A estimulacdo destas diferentes vias
culminam na ativacdo dos fatores de transcricdo AP1, NF-kB e NF-AT e subsequente inducao
da expressdo de genes relacionados a producdo de citocinas e resposta celular48-50, Além
disso, outras moléculas como o Mac-1, allbB3 e o5B1 também podem interagir com o
CD40L51-53, destacando a importancia da sinalizacdo gerada pelo CD40L em diferentes
contextos da resposta imune®*.

O papel da interacdo CD40L-CD40 entre linfocitos T e APCs é amplamente
conhecido®%, Em linfécitos B, a interagdo CD40L-CD40 promove a formagdo do centro
germinativo, a inducdo dos processos de CSR e SHM, e a geracdo de linfécitos B de
memoria®6-6%, Em DCs, a sinalizacdo pelo CD40 induz a producéo de citocinas e a expressio
de moléculas coestimulatérias, gerando sinais para que essas células amadurecam e adquiram
as caracteristicas necessarias para ativacdo efetiva dos linfécitos T e desencadeamento da
resposta imune adaptativa®l. Em macréfagos, a interagdo CD40L-CD40 ativa a secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e interleucina 12 (IL-12), induz a producéo de oxido
nitrico (importante para a resposta contra o patégeno) e aumenta a capacidade de apresentacdo
de antigenos®? (Figura 1).

Todavia, papel do CD40L na manutencdo da homeostasia corporal € muito mais
abrangente do que inicialmente imaginado. Estudos demonstram que a deficiéncia de CD40L
afeta ndo somente a resposta efetora de linfocitos T, mas também gera defeitos intrinsecos em
células da linhagem mielocitica como DCs%3:%4, macr6fagos®® e neutréfilos®, comprometendo

a ativacdo e respostas efetoras destas células. Além disso, a sinalizacdo pelo CD40L também



esta envolvida na amplificacdo e regulacdo de respostas inflamatérias*®. Em células
endoteliais vasculares, a interacdo do CD40Ls com o CD40 expresso por essas células induz o
aumento da expressao de moléculas de adesdo, como a E-selectina, a VCAM e a ICAM, e a
secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias, componentes envolvidos no recrutamento e
extravasamento celular em direcéo ao sitio infeccioso®7-6°. Ainda no contexto inflamatério, a
sinalizacdo gerada pelo CD40Ls potencializa a migracdo dos leucécitos®®7? e aumenta a
expressdo e ativacdo da molécula MAC-1 em neutréfilos’1-73, importante para os processos de

rolamento, adeséo, transmigracéo e diapedese’.
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Figura 1. A interagcdo CD40L-CD40 na resposta imune. Linfocitos T CD4+ expressando CD40L interagem
com o CD40 expresso por APCs e induz diferentes funcesem linfécitos B (a), macréfagos (b) e DCs (c)%°.

Ademais, a interacdo CD40L-CD40 também é importante para a manutencdo da
homeostasia na medula 6ssea (MO)’®, embora os mecanismos envolvidos ainda sejam pouco
explorados. Células estromais da MO e celulas progenitoras mielociticas expressam
constitutivamente o receptor CD40 em sua superficie’®. A sinalizacdo gerada pelo CD40Ls
induz as ceélulas estromais a secretarem o ligante de FIt3 (FIt3L), citocina importante na
regulacdo do processo de hematopoiese’’, e os fatores de crescimento celulares G-CSF e o
fator estimulador de colbnias de granuldcitos-mondcitos (GM-CSF)78, citocinas essenciais na
regulacdo da mielopoiese (geracdo de células da linhagem miel6ide) e da granulopoiese,
processo no qual os neutréfilos sdo gerados’®.



1.4. Os neutrofilos na saude e na doenca.

Os neutrdfilos sdo a populacdo de leucocitos mais abundante na circulagdo sanguinea
em humanos e possuem papel essencial na defesa do hospedeiro contra infeccdes’®. Eles sdo
os primeiros leucocitos a serem recrutados para o sitio inflamatério e compdem a primeira
linha de defesa do hospedeiro na defesa contra microrganismos invasores, agindo ativamente
na eliminacdo dos microrganismos e mediando o recrutamento de outros leucocitos para o
sitio infeccioso®%-82, Sob condigGes normais, aproximadamente 10 x 108 neutréfilos séo
gerados diariamente, numeros que podem aumentar até 10 vezes durante 0 processo
infeccioso®s.

Os neutrofilos se desenvolvem na MO a partir de células tronco hematopoiéticas em
processo no qual progenitores mieldides se diferenciam sequencialmente em mieloblastos,
promielécitos, miel6citos, metamieldcitos, bastonetes e por fim em neutréfilos maduros’®. O
principal fator de crescimento envolvido na geracdo e maturacdo dos neutrdfilos é o G-
CSF8485  citocina produzida na MO por células estromais que atua na proliferacéo,
sobrevivéncia e diferenciacdo de progenitores granulociticos em neutréfilos maduros®®87. Ao
atingir o estagio final de maturacdo, os neutréfilos sdo liberados para a circulagdo sanguinea
aptos a realizarem suas funcgdes efetoras fundamentais para a manutencdo da homeostasia
corporal e controle de infeccbes. Por outro lado, em diferentes patologias, neutrdfilos
imaturos podem ser liberados da MO e apresentar comprometimento em fungbes efetoras
como diminuicdo da expressdo de receptores de membrana e capacidade reduzida de interacao
com bactérias®®, reducdo da liberacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS, do
inglés Neutrophil Extracellular Traps)®®, diminuicdo na fagocitose e sinalizacdo de calcio®°,
resisténcia a apoptose espontanea®® e diminuicdo da capacidade migratéria®?, fatores que
podem contribuir significativamente para o agravamento dessas doencas.

O numero de neutréfilos na circulagdo sanguinea € mantido por um fino balango entre
granulopoiese, retencao/liberacdo de neutrofilos na MO, morte na periferia e remocdo de
neutréfilos senescentes da circulacdo®. A regulacdo do trafego dos neutréfilos da MO para a
circulacdo sanguinea € em grande parte regulada pela atividade antagonista dos receptores
CXCR4 e CXCR2%, A secrecdo de CXCL12 pelas células estromais da MO promove a
retencdo dos neutréfilos através da interagdo com o receptor CXCR4 altamente expresso em
neutréfilos imaturos. Ao passo que os neutrofilos avangcam nos estdgios de maturagdo, a
expressdo de CXCR4 diminui e o receptor CXCR2 passa a ser expresso. Por fim, a ligacdo do
CXCR2 com seus ligantes CXCL1, CXCL2 e CXCL8 (também conhecido como IL-8),



secretados fora da MO, direcionam os neutréfilos a favor do gradiente de concentracdo para a
circulagdo sanguinea®494-26_ Além disso, o G-CSF também participa do controle do trafego
dos neutréfilos na MO e da regulacdo do numero de neutréfilos no sangue ao inibir a secrecao
de CXCL12 pelas células estromais e diminuir a expressio de CXCR4 nas células
mieléides®’%8, contribuindo para a interrupcdo da interagdo CXCR4-CCL12 e consequente

liberacdo dos neutréfilos para a circulacdo sanguinea®®-10! (Figura 2).
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Figura 2. Geracao e trafego de neutro6filos na medula dssea. Os neutrofilos se desenvolvem na medula 6ssea
(MO) a partir de células tronco hematopoiéticas e expressam diferentes receptores de acordo com os estagios do
desenvolvimento. O CXCR2 é expresso de acordo com a evolugdo da maturacdo, enquanto que a expressdo de
CXCR4 é reduzida. A reten¢do dos neutréfilos na MO é mediada pela interacdo CXCR4-CXCL12,a0passo que
a interacdo do CXCR2 com seus ligantes resulta na saida dos neutréfilos da MO. O G-CSF induz a proliferacdo
de progenitores granulociticos e participa do controle do trafego dos neutrdfilos pela inibicdo da producéo de
CXCL12. Neutrofilos senescentes reduzem a expressio de CXCR2 e CD62L e aumentam a expressao de
CXCR4 e CCR5, resultando no retorno & MO para destruicdo pelos macrdfagos residentes (adaptado de Hong.
2017)%,

N c

O recrutamento de neutrdfilos para o sitio infeccioso € uma das primeiras etapas da
resposta inflamatdria, sendo fundamental para a resposta efetiva contra agentes infecciosos!?,
Este processo é regulado por diversas moléculas que medeiam os eventos de rolamento,
adesdo e transmigracdo celular pelo endotélio’#192:103  As duas principais familias de

moléculas de adesdo envolvidas no recrutamento dos neutrofilos sdo as selectinas e as



integrinas'®. O recrutamento ¢ iniciado pela interacdo entre as selectinas P e E, expressas por
células endoteliais ativadas, a ligantes presentes nos neutrofilos, como o PSGL-1, gerando
uma interacdo de baixa afinidade que resulta no rolamento dos neutréfilos na superficie
endotelial. Em seguida, a interagéo entre as integrinas VLA-4, LFA-1 e MAC-1 expressas nos
neutrofilos com seus ligantes VCAM-1 e ICAM-1 expressos pelo endotélio, geram interacoes
de alta afinidade que culminam na firme adesdo dos neutréfilos ao endotéliol®?. A
subsequente transmigracdo envolve a interacdo de moléculas como LFA-1, MAC-1 e VLA-4
aos seus ligantes presentes no endotélio e na matriz extracelulart03.105,

Outro grupo de receptores que possuem papel importante no processo de migragédo de
neutrofilos sdo os receptores acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G protein-coupled
receptors), moléculas que regulam o processo de quimiotaxia e medeiam alteracbes no
citoesqueleto essenciais para a migracdo endotelial'®®, Diversos mediadores pré-inflamatorios
como fMLP, LTB4 e CXCLS8 (I1L-8) exercem sua atividade quimioatraente pela interacdo com
0s GPCRs expressos na superficie dos neutréfilos'®”. Por exemplo, a sinalizagcdo gerada pela
interacdo entre o receptor CXCR2 expresso nos neutrofilos com a quimiocina 1L-8 resulta na
ativacdo celular e alteracdo conformacional das integrinas para o estado de alta afinidade,
contribuindo para a firme adeséo celular e transmigracdo pelo endotélio0”.

No sitio inflamatdrio, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), a liberacdo
de NETs e a degranulacdo sdo os principais mecanismos utilizados pelos neutréfilos para a
eliminacdo de microrganismos invasores'®®, As EROs sdo geradas durante a explosdo
respiratoria pelo complexo NADPH-oxidase, o qual gera reativos intermediarios do oxigénio
como o anion superéxido e o peroxido de hidrogéniol®®. Estes reativos sdo gerados nos
fagossomos e juntamente com a agdo de enzimas lisossomais atuam na destruicdo dos
microrganismos fagocitados®®. Por outro lado, as NETs, estruturas em forma de rede
constituidas por cromatina descondensada e fatores antimicrobianos, sdo expelidas pelos
neutréfilos e agem contra patégenos extracelularest1%.111, Por fim, os granulos dos neutréfilos,
que sdo formados durante o processo de maturacdo celular — comecam a ser produzidos na
transicdo entre os estagios mieloblasto-pré-mieldcito e sua geracdo se estende até que a
maturacdo celular se complete- contribuem para a eliminagdo de patdgenos intra e
extracelulares por meio de sua acdo no interior dos fagolisossomos ou pela liberacdo do
contetdo granular no meio extracelular, processo conhecido como degranulagdo03.112-114,

A reducdo do numero de neutréfilos é uma manifestagdo hematoldgica presente em
diversas condicdes patologicas, podendo apresentar causas heterogéneas com etiologia muitas

vezes desconhecidas!!®. A neutropenia pode ocorrer em decorréncia de diversos fatores como



defeitos na granulopoiese, retencdo ou apoptose descontrolada na MO, destruicdo periférica
anormal ou desequilibrio na distribuicdo nos tecidos!'é. Desordens no nimero de neutréfilos
podem resultar em risco aumentado a infeccBes flngicas e bacterianas, destacando a
importancia dos neutréfilos no controle de infecgdes?®117. A administracédo de rhG-CSF para o
tratamento de neutropenias é aprovada pela ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria)l18, porém embora o rhG-CSF se mostre eficaz na corre¢do do nimero de neutréfilos
na maioria dos casos®8%118 o efeito do tratamento é variavel® e parece ndo corrigir os defeitos
funcionais apresentados pelos neutréfilos de pacientes com neutropenia congénital®®.

1.5. Os neutréfilos e a deficiéncia de CD40L.

A neutropenia é a manifestacdo ndo infecciosa mais comum apresentada na deficiéncia
de CD40L, sendo essa a Unica populacdo celular afetada numericamente nesses pacientest?.
Aproximadamente 70% dos pacientes com deficiéncia de CD40L vivenciam episodios de
neutropenial214115  que pode se apresentar nas formas episddica, ciclica ou cronica e
presumidamente confere aos pacientes com deficiéncia de CD40L maior vulnerabilidade a
infeccOes graves e recorrentest?’.

A etiologia da neutropenia apresentada por esses pacientes ndo € completamente
conhecida, mas estudos sugerem que a auséncia da sinalizacdo gerada pelo CD40Ls na MO e
consequente reducdo na liberacdo de fatores essenciais ao processo de granulopoiese pelas
ceélulas estromais durante a geracdo e maturacdo dos neutrofilos possua relagdo com este
achado hematoldgico’®120, De fato, estudos demonstraram que a sinalizacdo pelo CD40L na
MO exerce papel sobre a proliferacdo e diferenciacdo de células hematopoiéticas progenitoras
CD34* 120121 ¢ sobre os processos de mielopoiese e granulopoiese’”-’8. Nesse contexto,
embora a interagdo direta do CD40Ls com as células hematopoiéticas tenha sido relatada®?°,
acredita-se que a principal influéncia exercida pelo CD40L sobre o desenvolvimento da
linhagem mieldide e granulocitica seja indireta, pela acdo do CD40Ls sobre a funcdo de
células estromais da MO. No entanto, as consequéncias advindas da auséncia da sinalizacdo
pelo CD40L na MO durante o processo de granulopoiese sobre os neutrofilos gerados
permanecem ndo elucidadas.

Trabalho recente de nosso grupo revelou que além de apresentar defeitos em respostas
efetoras importantes para a acdo no sitio infeccioso, os neutrdfilos circulantes de pacientes

com deficiéncia de CD40L apresentam perfil de maturacéo celular alterado®. A analise inicial



do transcriptoma de neutréfilos periféricos de pacientes com deficiéncia de CD40L realizada
neste mesmo estudo indicaram possiveis alteracfes no processo de diferenciacdo mieléide e
na regulacdo da migracéo celular®®. Fortalecendo essa teoria, investigacdes realizadas na MO
de pacientes deficientes de CD40L sugeriram maturacdo da linhagem mieléide incompleta
estacionada no estagio promielécito-mieldcitol# 122, Em conjunto, estes achados sugerem que
a sinalizacdo pelo CD40L exerce papel importante na maturacdo da linhagem granulocitica,
indicando que a imunopatologia associada a deficiéncia de CD40L pode ser muito mais

abrangente e complexa do que inicialmente imaginado.



CONCLUSOES FINAIS

Em conjunto, os dados obtidos fornecem evidéncias de que a auséncia de CD40L resulta
em defeitos na geracdo, desenvolvimento e trafego de neutréfilos na auséncia da sinalizagcao pelo
CD40L. A reducdo na geracdo de células da linhagem mieldide e granulocitica e o perfil de
transcricdo alterado em camundongos CD40L7/ evidencia falhas no processo de mielopoiese e
granulopoiese causada pela auséncia da sinalizagdo pelo CD40L, indicando um papel néo
redundante da sinalizacdo pelo CD40L nos processos supracitados. Ademais, neutréfilos de
pacientes com deficiéncia de CD40L apresentaram defeitos na migracdo in vitro, mecanismo
imunopatolégico até entdo ndo descrito na sindrome, e perfil transcripcional alterado, similar ao
observado em camundongos. Assim, acreditamos que a desregulagcdo no processo de
granulopoiese causada pela auséncia de CD40L gerem falhas no desenvolvimento dos neutréfilos
que culminam em defeitos no trafego e distribuigdo destas células no organismo, assim como em
defeitos no processo de migracdo destas células em direcdo ao sitio infeccioso em resposta a

estimulos inflamatdrios.
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Figura 35. Mecanismo proposto de granulopoiese induzida por CD40L. Na presenga de CD40L, células estromais
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transcripcional desregulado que apresentam alteracdo na capacidade de trafegar pelo corpo, migrar para sitios
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