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RESUMO 

Lacerda-Pontes, R. Doença Granulomatosa Crônica: caracterização clínica, genética e 

imunológica de pacientes com susceptibilidade a infecções e hiperinflamação. [Dissertação 

(mestrado em Imunologia)]. Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2022. 

A Doença Granulomatosa Crônica é caracterizada pela falha da explosão respiratória em 

fagócitos devido a perda de função da NADPH oxidase, gerando quadros de susceptibilidade a 

infecções e hiperinflamação, cujos mecanismos permanecem pouco esclarecidos. Nosso 

trabalho analisou uma coorte de 11 pacientes DGC com quadro clínico compatível com DGC 

(como abcessos, pneumonias, granulomas, infecções bacterianas e fúngicas). Foram 

identificadas variantes patogênicas em 5 pacientes, sendo 4 no gene CYBB e 1 no NCF1. A 

partir dessa coorte, investigamos respostas realizadas por células dendríticas derivadas de 

monócitos (mo-DC) e a polarização de linfócitos T de pacientes DGC em comparação com 

indivíduos saudáveis. Mo-DCs cultivadas com LPS, Candida albicans e BCG apresentaram 

elevada expressão do marcador CD1a, redução da expressão de CD40 e perfis de citocinas 

favorecendo a polarização de linfócitos Th17 (elevada produção de IL-23 e IL-6) e 

desfavorecendo resposta Th1 (baixa produção de IL-12p70).  Linfócitos T efetores 

cocultuvados com mo-DCs maduras autólogas de pacientes DGC apresentaram capacidade 

normal de diferenciação de células T naïve em células T efetoras Th1 e Th17, porém há uma 

hiperexpressão do eixo Th17, evidenciado pelo aumento da expressão de IL-23 pelas mo-DCs, 

aumento da população de linfócitos Th17 e a produção exacerbada de IL-17A e IL-6 por 

linfócitos. A hiperativação do eixo Th17 tem sido relatado em uma gama de doenças 

inflamatórias, como doença inflamatória intestinal, psoríase, artrite reumatoide e esclerose 

múltipla. O estudo apontou possíveis novos mecanismos relacionados a hiperinflamação e a 

susceptibilidade a infecções bacterianas e fúngicas em DGC.  

Palavras-chave: Células dendríticas, Linfócitos T, resposta Th17.   

 

 

 

 

 



Abstract 

Lacerda-Pontes, R. Chronic granulomatous disease: clinical, genetic and immunological 

characterization of patients with susceptibility to infections and hyperinflammation. [Masters 

thesis (Immunology)]. Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 

2022. 

Chronic Granulomatous Disease is characterized by failure of the respiratory burst in 

phagocytes due to loss of NADPH oxidase function, generating susceptibility to infections and 

hyper-inflammation whose mechanisms remain unclear. Our study analyzeda cohort of 11 CGD 

patients with a clinical picture of CGD (such as abscesses, pneumonia, granulomas, bacterial 

and fungal infections). Pathogenic variants were identified in 5 patients, 4 in the CYBB gene 

and 1 in the NCF1. From this cohort, we investigated responses performed by monocyte-

derived dendritic cells (mo-DC) and the polarization of T lymphocytes from CGD patients 

compared to healthy subjects. Mo-DCs cultured with LPS, Candida albicans and BCG showed 

high expression of the CD1a marker, reduced expression of CD40 and cytokine profiles 

favoring the polarization of Th17 lymphocytes (elevated production of IL-23 and IL-6) and 

disfavoring the Th1 response (low production of IL-12p70). Effector T lymphocytes co-

cultured with mature autologous mo-DCs from CGD patients showed normal ability to 

differentiate from naive T cells into Th1 and Th17 effector T cells, but there is a 

hyperexpression of the Th17 axis, evidenced by the increased expression of IL-23 by the DCs, 

an increase in the Th17 lymphocyte population and the exacerbated production of IL-17A and 

IL-6 by lymphocytes. Hyperactivation of the Th17 axis has been reported in a range of 

inflammatory diseases such as inflammatory bowel disease, psoriasis, rheumatoid arthritis and 

multiple sclerosis. Our study provided additional about the immunopathology of CGD and its 

mechanisms related to hyperinflammation and susceptibility to bacterial and fungal infections. 

 

Keywords: Dendritic cells, T lymphocytes, Th17 response. 
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1.1 Doença Granulomatosa Crônica 

A doença granulomatosa crônica (DGC) (OMIM #306400, #233690, #233700, 

#233710, #608203 e #618334) é uma imunodeficiência primária rara ocasionada por mutações 

em genes que codificam componentes do complexo NADPH oxidase, acarretando falha na 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) gerando uma explosão respiratória 

inadequada pelas células fagocíticas profissionais. Os pacientes DGC apresentam 

suscetibilidade a infecções fúngicas, bacterianas e raramente parasitárias, podendo haver 

formação de granulomas e hiperinflamação sistêmica. (Lent-Schochet e Jialal, 2021). 

As primeiras descrições da DGC na literatura foram realizadas por Janeway (1954), 

Berendes (1957) e Landing e Shirkey (1957), que apontavam uma síndrome de infecções 

recorrentes, graves e crônicas. Apenas em 1959 ocorreu um registro mais robusto das 

características clínicas, patológicas e laboratoriais. Inicialmente, a DGC foi denominada doença 

granulomatosa fatal (Bridges, Berendes e Good, 1959), contudo, avanços nas ciências 

biomédicas permitiram o diagnóstico e tratamentos profiláticos, levando a mudança na 

nomenclatura para doença granulomatosa crônica.  

Estudos retrospectivos nos Estados Unidos (Angelino et al., 2017), Europa (van den 

Berg et al.,2009) e América Latina (de Oliveira-Junior et al., 2015) encontraram uma incidência 

estimada de DGC de 1: 200.000 nascidos vivos por ano. A incidência, embora não seja 

significativamente diferente entre grupos culturais e éticos distintos, pode aumentar como 

resultado de casamentos consanguíneos. 

Atualmente, sabe-se que a etiologia da DGC são mutações de perda de função nas 

subunidades da NADPH oxidase. Estas podem ser constituídas por um distúrbio recessivo 

ligado ao X (DGC-XR), acometendo o gene CYBB, que codifica a proteína gp91phox, bem 

como distúrbios autossômicos recessivos (DGC-AR) nos genes CYBA, NCF1, NCF2 ou NCF4, 

que codificam p22phox, p47phox, p67phox e p40phox, respectivamente (Figura 1) (Lent-

Schochet e Jialal, 2021). Em 2020, a União Internacional de Sociedades Imunológicas (IUIS) 

apontou mutações na proteína transmembranar CYBC1, que codifica CYBC1/Eros também 

como um agente causador da DCG, induzindo a expressão reduzida da subunidade principal da 

NADPH oxidase (gp91phox) (Tangye et al., 2020).  
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Figura 1. Visão geral esquemática da ativação do complexo enzimático NADPH oxidase na 

membrana plasmática ou fagossomal. 

O complexo NADPH oxidase contém duas subunidades, gp91phox e p22phox, formando o citocromo 

b558, localizado na membrana plasmática ou fagossomal. Após a ativação por estímulos naturais 

[fagocitose, citocinas e padrões moleculares associados a danos (DAMPs)] ou sintéticos [forbol-

miristato-acetato (PMA)], componentes citosólicos, p47phox, p67phox e p40phox, são fosforilados e 

montados com o citocromo b558 na membrana. Além disso, as proteínas Rac estão associadas à função 

regulada da NADPH oxidase. O sistema NADPH oxidase ativado transfere um elétron do NADPH para 

o oxigênio molecular e gera o ânion superóxido (O2
–), que será convertido em peróxido de hidrogênio 

(H2O2) pela superóxido dismutase (SOD). Ambas as espécies reativas de oxigênio são essenciais para 

uma atividade microbicida fagocitária adequada. Fonte: autoria própria. 

 

Cerca de 70% dos casos de DGC registrados nos Estados Unidos são causados pelo 

genótipo DGC-XR (Winkelstein et al.,2000). Esse tipo de distúrbio resulta na ausência ou 

quantidade reduzida da gp91phox, proteína hipofuncional ou quantidades normais de uma 

proteína não funcional (Roos et al., 2010). Mulheres com DGC-XR estão usualmente 

relacionadas com a inativação do cromossomo X contendo o gene funcional (Anderson-

Cohen et al., 2003).  

O genótipo de DGC-AR pode ser causado por mutações em genes de proteínas 

transmembranares p22phox e CYBC1. Menos de 5% dos casos registrados ocorrem por 

distúrbios na p22phox (Winkelstein et al., 2000). Em pacientes com DGC, a falha na produção 
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da p22phox impede a expressão significativa de gp91phox (Ross et al., 2010). O CYBC1 é uma 

é uma proteína chaperona, que auxilia na dimerização de gp91phox e p22phox, e sua frequência 

em pacientes DGC ainda não é conhecida (Tangye et al., 2020). Dentre os poucos relatos de 

casos envolvendo o gene CYBC1, destaca-se uma coorte islandesa, onde foram encontradas 

mutações homozigotas associadas a um quadro de doença inflamatória intestinal, 

suscetibilidade a infecções e explosão respiratória anormal (Arnadottir et al., 2018). 

A DGC-AR também pode ser causada por mutações em genes codificadores de 

proteínas citosólicas p47phox, p67phox e p40phox. Aproximadamente 25% dos pacientes DGC 

possuem falhas na expressão de p47phox, geralmente ocasionada por uma variante em um alelo 

contendo uma deleção de um par de GT no primeiro limite íntron e exon (Exon 2), levando a 

uma falha no mecanismo de splicing (Kuhns et al., 2019). Essa mutação é acarretada pelo 

evento de conversão gênica entre o gene p47phox com um pseudogene p47phox, ambos 

altamente homólogo (Ross et al., 2006). 

A deficiência de p67phox está presente em cerca de 5% dos casos de DGC, estando com 

expressão ausente ou diminuída em quase todos os pacientes afetados (Winkelstein   et al., 

2000; Ross et al., 2010).  Quanto a deficiência da molécula p40phox, sua frequência ainda 

permanece obscura. Dados obtidos a partir de uma coorte de 24 pacientes deficiência em 

p40phox apresentou perda de função bialélica ou mutações hipomórficas (Matute et al., 2009). 

Além disso, a deficiência de p40phox apresenta seu próprio fenótipo clínico. Ao contrário das 

outras formas de DGC, os pacientes com deficiência de p40phox sofrem de doença inflamatória 

intestinal, mas não de infecções invasivas bacterianas ou fúngicas (van de Geer et al., 2018).  

 A DGC pode ser diagnosticada por intermédio de métodos de avaliação da atividade da 

NADPH oxidase, como o ensaio de nitroblue tetrazolium (NBT), redução do ferricitocromo-c 

e ensaios baseados em sondas fluorescentes, como o ensaio de dihidrorodamina (DHR). Este 

último é considerado padrão ouro pela sua alta sensibilidade e é um teste baseado em 

fluorescência para detectar peróxido de hidrogênio (H2O2), sendo amplamente utilizado em 

diagnósticos laboratoriais. No entanto, recomenda-se que, mesmo os resultados alterados 

obtidos pelo ensaio de DHR sejam confirmados com a análise de mutação genética. Assim, o 

sequenciamento de genes pode ser usado sem estudos funcionais adicionais para prever o risco 

relativo de mortalidade e aconselhamento genético, bem como sobre transplante de medula 

óssea e terapia gênica. O diagnóstico correto e precoce é importante para o tratamento 

adequado, melhorando assim a qualidade de vida do paciente (Yu et al., 2018). 
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1.2 Manifestações clínicas 

Clinicamente, a DGC é bastante variável, havendo relatos de casos desde a infância até 

a idade adulta tardia. A maioria dos pacientes com DGC apresentam as primeiras manifestações 

clínicas na infância, sendo diagnosticados nos primeiros 5 anos de idade (van de Geer et al., 

2018). Pacientes DGC-XR tendem a apresentar manifestações clínicas mais precoce, além de 

quadro clínico mais grave quando comparado com DGC-AR, a qual pode ser apresentada na 

idade adulta. Essa diferença é principalmente associada a produção de EROS por neutrófilos, 

que é basal em pacientes DGC-XR e residual em pacientes DGC-AR. Assim, a produção de 

EROS medeia principalmente o efeito do genótipo no fenótipo e tem sido diretamente associada 

à sobrevivência (Marciano et al., 2015; Yu et al., 2018; Kuhns et al., 2010). 

O número de diagnóstico em pacientes na adolescência e idade adulta aumentou 

significativamente, sendo atribuído ao maior entendimento dos quadros clínicos mais leves, 

especialmente os de DGC-AR, bem como melhorias de políticas públicas de saneamento básico 

(Leiding e Holland, 2020). 

Os pacientes com DCG possuem susceptibilidade a infecções causadas por 

microrganismos catalase-positivos, majoritariamente por Staphyloccus aureus, Burkholderia 

cepacia, Pseudomonas, Serratia marcescens, Aspergillus spp. e fungos do gênero Norcadia 

que ocorrem incialmente em locais considerados barreiras naturais do organismo e 

posteriormente acometem órgãos e estruturas profundas, como nos pulmões, nódulos linfáticos, 

pele, fígado e ossos. As manifestações apresentam-se principalmente em formas de abcessos, 

(hepáticos e/ou pulmonares), hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenite supurativa, enterite 

diarreica, osteomielite e septicemia. Outras manifestações clínicas recorrentes são deficiência 

de crescimento, cicatrização anormal de lesões cutâneas, doença pulmonar crônica e doenças 

autoimunes.  (Roxo-Junior et al., 2014; de Oliveira-Junior et al., 2015; Marciano et al., 2015; 

Thomsen et al.,2016). 

A causa mais comum de óbito em pacientes de DGC é por infecções fúngicas invasivas, 

destacando-se, Phaeoacremonium parasiticum, Candida spp. e Aspergillus spp. (geralmente 

A.nidulans ou A.fumigatus). Raramente, podem apresentar infecções por Actinomyces spp. 

(organismos catalase-negativos) ou metilotrofos (Granulibacter bethesdensis, Acidomonas 

methanolica e Methylobacterium lusitanum). Linfadenite necrosante ou meningite fatal 

também foram relatadas como causa de óbito (Reichenbach et al.,2009; Marciano et al., 2015; 

Falcone et al., 2016). 
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A tuberculose e o Bacilo Calmette-Guérin (BCG) também são importantes causas de 

infecções em regiões do mundo onde esses organismos são prevalentes ou onde a vacina BCG 

é administrada rotineiramente no nascimento, sendo um agente infeccioso frequentemente 

identificado como responsável pelos primeiros sinais clínicos (Conti et al., 2016; Blancas-

Galicia et al., 2020). Em pacientes DGC, a inoculação de BCG pode causar manifestações como 

lesões cutâneas no local de vacinação e disseminação (Nasereddin et al., 2021). 

Uma alta incidência de infecções acompanhada por uma resposta hiperinflamatória 

imprópria pode oferecer riscos de desenvolvimento de linfohistiocitose hemofagocítica 

(HLH)/síndrome de ativação macrofágica (MAS) a esses pacientes com DGC (Álvarez-

Cardona et al., 2012; Wei et al., 2020). Organismos comuns e incomuns encontrados em 

pacientes com DGC foram listados na Tabela 1.  

Paciente com DGC também podem apresentar respostas inflamatórias aumentadas, 

mesmo na ausência de agentes infecciosos (processo denominado de inflamação estéril), 

ocorrendo principalmente nos tecidos cutâneos, trato gastrointestinal e trato geniturinário. As 

manifestações inflamatórias cutâneas mais frequentes na DGC são os granulomas. Outras 

manifestações inflamatórias associadas foram gengivite, ulceração aftosa, estomatite e 

ceratoconjuntivite (Goldblatt et al., 1999; Palestine et al., 1983). Pacientes DGC podem 

apresentar inflamação jejunal, ileal, cecal, retal e perirretal com formação de granulomas 

semelhantes a doença de Crohn (Ament e Ochs, 1973). Eventos urológicos como obstrução 

ureteral e estenose do ureter também já foram relatados em pacientes DGC (Walther et 

al.,1992).  
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Tabela 1. Organismos comuns e tratamentos na infecção na Doença Granulomatosa Crônica. 

Categoria Organismo Apresentação da infecção Tratamento 

T LN AH O P S C G  

Bactéria Staphylococcus aureus + + + + + +   Oxacilina, vancomicina, linezolida, 

teicoplanina, daptomicina, ceftarolina 

 Burkholderia spp. 

• B. cepacia, B. 

gladioli, B. 

pseudomallei 

 ±   + +   TMP-SMX, meropenem, ciprofloxacina 

 Serratia marcescens + +  + + +   Piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina, 

Carbapenem 

 Nocardia spp. 

• N. asteroids, N. 

nova, 

N.otitidiscaviarum, N. 

farcinica 

 ±  + +  +  TMP-SMX, imipenem, linezolida 

 Klebsiella spp., E. coli +    + +  + Cefalosporinas, fluoroquinolona, 

meropenem, imipenem 

 Pseudomonas spp. +    + +  + Piperacilina-tazobactam, cefepima, 

meropenem, imipenem 

 Salmonella spp.  +  + +  +  + ciprofloxacina, ceftriaxona, cefixima 

Fungo Aspergillus spp. 

• A. fumigatus, A. 

nidulans, A. 

viridinutans, A. flavus, 

A. terreus, 

A. niger 

 +  + +  +  Voriconazol, anfotericina B lipossomal 

posaconazol, caspofungina 

micafungina 

 Mycobacterium 

tuberculosis 

+ + + + +  + + Isoniazida, rifampicina, pirazinamida, 

Etambutol 

 BCG + + + + +  + + Isoniazida 

Abreviaturas: T:tecido mole; LN:linfadenite; AH: abcesso hepático; O:osso; P:pulmão; S:sepsis; C:cérebro; 

G:gastrointestinal; BCG: Mycobacterium bovis Bacillus Calmette – Guérin; TMP-SMX:sulfametoxazol-

trimetoprima (Adaptado de Yu, Yang e Chiang, 2021). 

 

1.2.2 Hiperinflamação 

A inflamação é geralmente definida como um processo fisiológico que visa a 

manutenção da integridade orgânica frente a patógenos, células danificadas, compostos tóxicos 

ou irradiação (Chen et al., 2018). Durante o processo inflamatório, a homeostase imunológica 

é perturbada, levando a respostas coordenadas mediadas pela ativação de vias de sinalização de 

mediadores inflamatórios (Gaber, Strehl e Buttgereit, 2017). 

Habitualmente, a restauração da homeostase do tecido e a resolução da inflamação é 

realizada por meio de uma rede complexa e precisa de mecanismos regulatórios, caracterizando 
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uma resposta inflamatória aguda. No entanto, quando não controlada, a inflamação pode se 

tornar crônica, compondo os distúrbios inflamatórios (Murakami e Hirano, 2012). 

Os principais exemplos de distúrbios inflamatórios são as doenças autoimunes, porém 

respostas excessivas do sistema imunológico também podem ser encontradas em condições de 

imunodeficiências primárias. Desse modo, pode-se definir o estado de hiperinflamação como 

episódios inflamatórios, aparentemente espontâneos, relacionado a falhas nos mecanismos de 

regulação, mediados principalmente pelo sistema imune inato. 

Um tema emergente nos últimos anos tem sido o potencial papel das EROS produzidas 

pela NADPH oxidase como um mecanismo regulador da inflamação. Em humanos, a 

importância do funcionamento da NADPH oxidase é representada pela DGC, destacando-se as 

respostas hiperinflamatórias nos quadros de colite crônica (Marciano et al., 2015), cistite 

granulomatosa (Kontras et al., 1971), abcessos hepáticos e infecções pulmonares causadas por 

bactérias (Freeman et al., 2011; Leiding et al., 2012). Todavia, a etiologia da hiperinflamação 

na CGD ainda não foi elucidada.  

1.3 NADPH oxidase e a resposta imune inflamatória 

A NADPH oxidase consiste em um complexo enzimático localizado na membrana 

plasmática, em endossomos e fagossomos, sendo altamente expresso em fagócitos (neutrófilos, 

macrófagos, células dendríticas) e em níveis mais baixos em linfócitos e células endoteliais 

(Dingjan et al., 2017). Estruturalmente é composto por 5 subunidades proteicas, das quais duas 

são transmembranares, denominadas gp91phox e p22phox, e as três demais são os componentes 

citosólicos p47phox, p40phox, p67phox (Vermot et al., 2021).  

Uma vez que a célula é ativada, as subunidades citosólicas são translocadas para a 

membrana do fagossomo com o auxílio da proteína GTPase Rac, onde se agrupam com 

p22phox e gp91phox para formar uma NADHP oxidase funcional (Vermot et al., 2021).  

Recentemente, a proteína CYBC1, que é uma chaperona, foi descrita como sendo necessária 

para a expressão do heterodímero gp91phox e p22phox, entretanto, seu mecanismo de interação 

com a NADPH oxidase ainda é pouco compreendido (Thomas et. 2018; Thomas et al.,2019).  

A NADPH oxidase atua catalisando a formação do radical livre superóxido (O2−) por 

meio da transferência de um elétron da NADPH para o oxigênio molecular (O2). O superóxido 

é convertido em peróxido de hidrogênio (H2O2) espontaneamente ou pela ação da enzima 
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superóxido dismutase (SOD). O peróxido de hidrogênio é convertido em oxidantes reativos 

mais potentes, como OH˙ ou HOCl, pela mieloperoxidase (MPO) (Bylund et al., 2010; Vermot 

et al., 2021). 

As EROs produzidas pela NADPH oxidase foram amplamente estudadas nos últimos 

anos pelo seu papel na ativação da explosão oxidativa de fagócitos, exercendo uma função 

microbicida, mediada principalmente por neutrófilos e macrófagos, esclarecendo seu papel no 

sistema imune inato (Segal et al., 2005; Iles e Forman, 2002). Porém, seu papel no sistema 

imune adaptativo começou a ser considerado há pouco tempo. 

Estudos recentes têm destacado as células dendríticas (DCs), um grupo heterogêneo de 

células responsáveis pela modulação de respostas adaptativas celulares. As DCs apresentam 

podem interagir direta e indiretamente com linfócitos T, em um processo conhecido como 

sinapse imunológica. As DCs atuam diretamente pela captura de antígenos, transporte para 

regiões onde há grandes quantidades de linfócitos T e apresentação desses antígenos para os 

linfócitos T. Ainda, há uma interação de forma indireta entre DCs e linfócitos T, a qual ocorre 

pela liberação de citocinas capazes de direcionar a polarização de linfócitos T efetores (Cabeza-

Cabrerizo et al.,2021). 

O estado de maturação no qual uma DC se encontra pode influenciar a duração da 

sinapse imunológica, onde DCs maduras realizam sinapses mais duradouras que DCs imaturas. 

George-Chandy e colaboradores (2008) relatam que a deficiência de NADPH oxidase pode 

induzir mudanças no estado de maturação das DCs, o que pode impactar na indução da resposta 

das células T. Entretanto, não são bem compreendidas as consequências da falha da NADPH 

oxidase de DCs na expressão de moléculas coestimuladoras, apresentação de antígenos para 

linfócitos T e produção de citocinas.  

Quanto a diferenciação de linfócitos T, a ação das EROs na modulação do fenótipo T 

CD4+ (Th1/Th2/Th17/Threg) também não é elucidada (Cachat et al., 2015). No entanto, relatos 

apontam que os fenótipos pró-inflamatórios Th1/Th17 parecem ser favorecidos. 

1.3.1 Papel das células dendríticas na inflamação  

As células dendríticas (DCs) compreendem células da resposta imune inata que estão 

relacionadas com a orientação da resposta imune adaptativa, sendo responsável pela interação 

desses dois sistemas. As DCs são as principais células apresentadoras de antígenos (APCs), 
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sendo especializadas na instrução dos linfócitos T naїve em linfócitos efetores. Assim, as DCs 

reconhecem, processam e apresentam antígenos, fornecendo os sinais para ativação eficaz de 

linfócitos T (Zanna et al., 2021).   

Além disso, as DCs desempenham outras funções na imunidade do hospedeiro, 

induzindo respostas inatas pró-inflamatórias, ativando e induzindo linfócitos T naїve e de 

memória, além de linfócitos B. As DCs também possuem atividade tolerogênica, uma vez que, 

na ausência de inflamação, atuam apresentando antígenos próprios para linfócitos T, instruindo-

os a um fenótipo regulador (Iberg e Hawiger, 2020). Portanto, as DCs controlam respostas 

imunes, sendo consideradas como um ponto de controle e regulação da resposta adaptativa.  

As DCs são consideradas um grupo de células sentinelas no sistema imunológico, sendo 

derivadas de células precursoras na medula óssea e migrando para diferentes regiões do 

organismo, formando um sistema celular amplamente distribuído por todo o corpo, incluindo 

sangue periférico, superfícies mucosas, tecidos linfoides (como baço, timo e linfonodos) e 

tecidos não linfoides (fígado e rins) (Rehman et al., 2017). Nesses locais, as DCs completam 

seu processo de diferenciação, entretanto ainda permanecem imaturas, apresentando baixa 

expressão de MHC-II e moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86 e CD40 (Carenza et al. 

2019). 

Quando a homeostase do sistema imune é perturbada, as DCs atuam por meio de 

receptores de reconhecimento de padrão (PRRs), que compreendem moléculas indutoras de 

fagocitose, como receptores do sistema complemento CR3 (CD11b / CD18), CR4 (CD11c / 

CD18), o receptor de lectina do tipo C, DC-SIGN (CD209) e DEC-205 (CD205); e moléculas 

de sinalização celular, como receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD (NLR) e 

receptores tipo RIG (RLR) (CAO, 2016; Durai e Murphy, 2016). Esses podem ser ativados por 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), danos (DAMPs) ou alterações de 

homeostase (HAMPs) (Liston e Masters, 2017; Qian e Cao, 2018). 

Em um processo infeccioso, uma vez que os PRRs foram ativados, ocorre a fagocitose 

do microrganismo e mais complexos de NADPH oxidase são recrutados para a membrana 

fagossomal, trafegando por vesículas e produzindo EROs no lúmen do fagossomo (Elsen et 

al.,2004; Dingjan et al., 2017). As EROS atuam induzindo a morte dos microrganismos 

ingeridos, retardando a quebra do antígeno e alterando o repertório de peptídeos (Rybicka et 

al., 2012; Allan et al.,2014). Assim, em células dendríticas, a NADPH oxidase também modula 

o repertório de antígenos para apresentação às células T. 
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As DCs migram para o linfonodo e passam por um processo de maturação, marcado 

pela perda da habilidade de captação de antígenos e ganho da função de apresentação de 

antígeno (Hilligan e Ronchese, 2020). As DCs aumentam a expressão do complexo principal 

de histocompatibilidade de classe I e II (MHC-I e MHC-II) em sua superfície celular ligados a 

peptídeos antigênicos, bem como moléculas coestimulatórias, como CD80/86 e CD40 em sua 

superfície celular (Steinman e Young, 1991). A combinação dos sinais peptídeo:MHC e 

moléculas coestimulatórias regula a especificidade e magnitude da resposta das células T. As 

DCs maduras podem secretar uma gama de citocinas imunoestimulantes capazes de influenciar 

fortemente o fenótipo dos linfócitos T efetores (Kalinski et al., 1999; De Jong e Smits, 2005). 

As citocinas mediadoras de respostas pró-inflamatórias são a IL-12, relacionada a polarização 

de linfócitos Th1, ao passo que as IL-6, TGF-b, IL-23 e IL-1b polarizam linfócitos Th17 

(Schraml, Reis e Sousa, 2015). 

Figura 2. Principais interações realizadas durante a sinapse imunológica e os três sinais que induzem a 

ativação e diferenciação de linfócitos T. 

O primeiro sinal consiste na apresentação de antígenos pela interação MHC-peptídeo e o TCR. O 

segundo sinal é a coestimulação. O terceiro sinal é gerado pela liberação de citocinas (Adaptado de 

Wang et al., 2017). 
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1.3.2 Respostas pró-inflamatórias linfocitárias: Th1 e Th17 

 Os linfócitos T CD4+ desempenham funções efetoras importantes na resposta imune, 

bem como um papel crucial nos processos inflamatórios. A primeira etapa na diferenciação dos 

linfócitos T naїve consiste na estimulação antigênica, resultando da interação do TCR e do 

CD4+ como o complexo antígeno-MHC II das células dendríticas (Lilligan e Ronchese, 2020). 

A ativação do TCR acoplado a CD3 induz a ativação de vias de sinalização a jusante, que levam 

a proliferação e diferenciação dos linfócitos T naїve em células efetoras. A polarização do 

linfócito efetor depende do meio de citocinas, bem como da concentração de antígenos e 

moléculas coestimulatórias (Kreileder et al., 2021). 

A fonte inicial de citocinas são as APCs, bem como outros membros das células imunes 

inatas. Posteriormente, algumas das citocinas produzidas pelas células em diferenciação podem 

criar um ciclo de feedback positivo, pelo qual a diferenciação e a resposta são ligeiramente 

aumentadas.  As respostas pro-inflamatórias são mediadas por linfócitos Th1 e Th17 (Kamali 

et al., 2019). 

Linfócitos Th1 são caracterizados pela produção de IFN-y, citocina que promove 

ativação de monócitos, levando ao aumento da produção de citocinas inflamatórias e da 

expressão de MHC de classe II (Abebe et al., 2019). Outro tipo de resposta inflamatória é 

ocasionado pelas células Th17, assim denominadas devido a produção de IL-17, que têm como 

alvo células do sistema imunológico inato e células epiteliais. Nestas células, a IL-17 induz a 

produção de G-CSF e IL-8, que levam ao aumento da produção e recrutamento de neutrófilos, 

respectivamente (Miossec e Kolls, 2012). A produção de GM-CSF e IL-22 também são 

moduladas por células Th17, induzindo a produção de granulócitos e monócitos na medula 

óssea e células epiteliais de tecidos de barreira, como a pele, intestino e pulmão, para melhorar 

a defesa antimicrobiana e a integridade da barreira epitelial (Weaver et al., 2013). 
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Figura 3. Modelo para diferenciação de linfócitos T CD4+ naive. 

 

Nesta figura destacamos que na presença de IL-12, a diferenciação de células T CD4+ naive em células 

Th1 requer a ativação do fator de transcrição regulador mestre T-bet através de STAT1 e STAT4. As 

células Th1 produzem IFN-y e estão envolvidas na imunidade mediada por células contra bactérias e 

vírus intracelulares. A combinação de TGF-b e citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e IL-23, conduz 

a diferenciação de células T CD41 virgens em células Th produtoras de IL-17 (Th17) através da 

regulação de STAT3 e RORct. As células Th17 desempenham um papel crítico na proteção do 

hospedeiro contra patógenos extracelulares e em doenças autoimunes inflamatórias (Miossec e Kolls, 

2012). 

 

Muitas doenças inflamatórias crônicas são caracterizadas por respostas inadequadas ou 

desreguladas das células T CD4+. Desse modo, estudos descreveram o aumento da resposta 

Th17 em casos de inflamação crônica em doenças autoimunes, como doença de Chron, asma e 

psoríase (Miossec e Kolls, 2012). 

As EROs também vem sendo apontadas como agentes importantes na diferenciação de 

linfócitos T, favorecendo os fenótipos pró-inflamatórios Th1 / Th17. Horváth e colaboradores 

(2011) documentam níveis aumentados de IL-23, IL-17 e IL-21, aumento de células Th17 e 

baixos níveis de IFN-γ em células de pacientes DGC estimuladas com PMA+ionomicina, 

indicando um desequilíbrio na resposta Th1/Th17 em pacientes com DGC.  
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A ativação excessiva do eixo Th17 pode potencializar a formação de granuloma e 

provavelmente desempenhar um papel na patogênese de doenças autoimunes em pacientes com 

DGC, notadamente doença inflamatória intestinal (Horváth et al., 2011).  

A etiologia exata da hiperinflamação na CGD ainda permanece obscura. Dessa forma, 

este estudo se propõe a investigar a hipótese de que células dendríticas derivadas de monócitos 

de pacientes com DGC, devido ao defeito no funcionamento da NADPH oxidase, apresentam 

alterações na produção de citocinas bem como com o comprometimento da apresentação de 

antígenos a linfócitos T CD4+, levando ao desequilíbrio na geração Th1/Th17. 

Compreender melhor a comunicação entre imunidade inata e adaptativa em pacientes 

DGC é um passo fundamental para identificar novos alvos terapêuticos, imunomoduladores e 

elucidar novos mecanismos de proteção da resposta imune nos pacientes com DGC. 
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2.1 Objetivo geral 

• Avaliar o potencial de apresentação de antígenos por células dendríticas de pacientes 

com DCG e a indução dos perfis de linfócitos T auxiliar (Th). 

2.2 Objetivos específicos 

• Caracterizar a clínica da coorte de pacientes DGC; 

• Investigar a genética dos pacientes DGC por Sanger e WES; 

• Avaliar a expressão de moléculas de superfície em mo-DC estimuladas com LPS, 

Candida albicans e BCG; 

• Avaliar a secreção de citocinas em culturas de mo-DCs e coculturas de mo-DCs com 

linfócitos T; 

• Avaliar expressão de moléculas de superfície em linfócitos T cocultivados com mo-

DCs estimuladas com LPS, Candida albicans e BCG. 
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APÊNCIDE A 

Visando saber se o tempo de cultura e os estímulos com LPS, BCG e Candida albicans 

estavam comprometendo a integridade das células, avaliamos a viabilidade celular pelo ensaio 

de exclusão colorimétrica com azul de tripan 0,4%.  

Os monócitos de indivíduos saudáveis e pacientes DGC foram dispostos nas placas de 

cultura com 100% de viabilidade celular. Contudo, após 5 dias de cultura, a viabilidade de mo-

DCs imaturas reduziu para 82,21% em pacientes DGC e 84,98% em indivíduos saudáveis.  

A ativação celular com LPS, Candida albicans e BCG reduziu a viabilidade de mo-DCs 

de pacientes DGC e indivíduos saudáveis. O LPS reduziu significativamente a viabilidade em 

pacientes DGC (68,83%) quando comparado com indivíduos saudáveis (77,21%). A 

viabilidade celular após a ativação Candida albicans e BCG diminuíram para 70,46% e 70,32% 

em pacientes DGC e 72,28% e 72,817% em indivíduos saudáveis, respectivamente (Figura 

suplementar 1).  

Figura suplementar 1. Vabilidade celular de mo-DCs não estimuladas e estimuladas com 

LPS, BCG e Candida albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As expressões das moléculas foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo, sendo utilizado a 

análise Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn’s (n=11), p<0,05. Não estimulado: mo-DCs 

imaturas; LPS: células dendríticas derivadas de monócitos ativadas com 100ng/mL de LPS; C.ablicans: 

células dendríticas derivadas de monócitos ativadas com MOI 2:1 de Candida  albicans; BCG: células 

dendríticas derivadas de monócitos ativadas com MOI 5:1 de BCG. 
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