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Papel do fator nuclear kappa B (NF-«xB) na expressao do gene
NCF1 em leucocitos de individuos normais, e pacientes com
doenca granulomatosa cronica, displasia ectodérmica
anidrotica, ou com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y

Role of nuclear factor kappa B (NF-xkB) on NCF1 gene expression in leukocytes from
normal individuals, and patients with chronic granulomatous disease, anhidrotic
ectodermal dysplasia, or with defects in the IL-12/23-IFN-y axis
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Resumo

Objetivo: Analisamos a relevancia do NF-xB sobre a ex-
pressdao do gene NCF1 em células mieldides U937 selvagens
(U937) ou transfectadas com um repressor do NF-«B (IxBa-
S32A/S36A - U937 IkBa-S32A/S36A) ou transfectadas com o
vetor vazio (U937 pCMV3) e em células B imortalizadas pelo
virus Epstein-Barr (EBV) de pacientes com displasia ectodérmi-
ca anidrética com imunodeficiéncia (EDA-ID) ou com doenga
granulomatosa crbnica (CGD) devido a mutagbes no gene
NCF1, ou de pacientes portadores de defeitos do eixo IL-12/
23-IFN-y.

Métodos: O RNA celular total foi isolado pelo método TRI-
zol®. Os cDNAs foram produzidos utilizando-se o SuperScript™
III e amplificados por Real-time PCR (SYBR® Green Master
Mix).

Resultados: Células U937 IxBa-S32A/S36A mostraram sig-
nificante decréscimo na expressdo do gene NCF1 comparadas
com as células U937. A expressdo do gene NCF1 em células
EDA-ID S32I foi significativamente menor que em controles
saudaveis, assim como em células EDA-ID NEMO/IKKy X420W
na mesma comparagdo. Estes resultados foram similares aos
encontrados em células de pacientes CGD devido a mutagao
autossOmica recessiva no gene NCF1 quando comparados com
o controle normal. Defeitos nos receptores IFNGR1 e IFNGR2
levam a diminuigdo da expressdo do gene NCF1 (p<0,05, Mann
Whitney).

Conclusées: Estes resultados mostram que o NF-kB é ne-
cessario para a expressdo do gene NCF1, que possivelmente as
subunidades p50 e/ou p65 do NF-kB ligam-se funcionalmente a
regido “upstream” do gene NCF1 e que defeitos no eixo IL-12/
23-IFN-y influenciam a expressdo do gene NCF1.
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Abstract

Objective: We analyzed the relevance of NF-xB on NCF1
gene expression in regular myeloid U937 cells (U937), or
transfected with a NF-«B repressor (IxkBa-S32A/S36A - U937
IxBa-S32A/S36A), or transfected with the empty vector (U937
pCMV3), and in B cells immortalized by Epstein-Barr virus
(EBV) from patients with anhidrotic ectodermal dysplasia with
immunodeficiency (EDA-ID), or with chronic granulomatous
desease (CGD) due to mutations in NCF1 gene, or from pati-
ents with IL-12/23-IFN-y axis defects.

Methods: Total RNA was isolated by the TRIzol® method.
The cDNAs were produced by SuperScript™ III and amplified
by Real-time PCR (SYBR Green Master Mix).

Results: U937 IxBa-S32A/S36A cells showed significant de-
crease in the NCF1 gene expression compared with the U937
cells. The NCF1 gene expression was significantly lower in
EDA-ID S32I cells compared to healthy controls as well as in
EDA-ID NEMO/IKKy X420W cells. These results were similar to
those obtained in the CGD patient cells due recessive muta-
tions in the NCF1 gene compared to healthy controls. Cells
form patients with defects in IFNGR1 e IFNGR2 receptors also
presented decreased NCF1 gene expression (p<0.05, Mann
Whitney).

Conclusion: These results show that the NF-«xB is necessa-
ry for NCF1 expression, possibly the p50 and/or p65 NF-xB
subunits bind functionally to the upstream region of the NCF1
gene and that IL-12/23-IFN-y axis defects also influence NCF1
gene expression.
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Introducgao

O sistema NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) oxidase é um complexo enzimatico gerador de su-
perdxido, formado por um flavocitocromo bsss, 0 qual é
constituido por duas subunidades proteicas denominadas
gp91°P* e p22P"° e por outros componentes proteicos
citoplasmaticos (p47P"%, p67P"*, p40P"% e uma proteina
GTP-ligante)3. Defeitos genéticos que afetam os genes da
NADPH oxidase ddo origem a doenga granulomatosa croni-
ca (CGD), uma imunodeficiéncia primaria caracterizada por
infeccbes recorrentes!.

O fator nuclear kB (NF-xB) é um fator de transcrigdo,
envolvido no controle da expressdo de diversos genes liga-
dos a resposta inflamatéria, principalmente na resposta
linféide, a qual estd bem relatada na literatura. Contudo,
nas células da linhagem mieldide, o papel deste fator de
transcricdo ainda nao foi detalhadamente estudado. Este
fator € um heterodimero formado por membros da familia
de genes rel*3. A fosforilacdo de IkB, uma familia de pro-
teinas inibidoras, por IxB quinases (IkBa e IxBB) em resi-
duos criticos de serina (Ser32 e Ser36) determina a libera-
cdo do NF-xB para o nlcleo celular, onde ele desempenha-
ré o seu papel de fator de transcrigdo®.

Neste trabalho, investigamos o papel do NF-kB na regu-
lacdo de genes mieldides, especificamente, com respeito
ao gene NCF1, codificador do componente p47°"* do siste-
ma NADPH oxidase humano, em modelos de linhagem mie-
locitica U937 e células B transformadas por virus Epstein-
-Barr. As células B foram provenientes de pacientes com
displasia ectodérmica anidrotica com imunodeficiéncia
(EDA-ID), ou de células de pacientes com CGD devido a
mutagdo génica de perda de fungdo para o gene NCF1, ou
de pacientes portadores de defeitos no eixo IL-12/23-IFN-
Y.

Métodos

Células e condigoes de cultura

A linhagem de células humanas U937 derivadas de um
linfoma histiocistico difuso foi obtida da American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). Células
U937 transfectadas com um vetor vazio pCMV3 ou com um
vetor pCMV3 contendo um constructo FLAG-tagged de uma
IkBa com mutagdes das serinas 32 e 36 a alanina foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Carlos V. Paya®. A mutacdo
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IxB S32A/S36A impede a fosforilagdo da IkB, levando ao
sequestro do NF-kB no citoplasma.

As células U937 foram cultivadas (0,5-1x10° células/mL)
em meio RPMI 1640 completo, suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado por aquecimento, 2mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina, e 100 ug/mL de estrep-
tomicina a 37°C em atmosfera Umida (5% de CO,). Com o
objetivo de induzir diferenciagdo celular, células U937, tipo
selvagem ou mutante, foram cultivadas com IFN-y (100 U/
mL) e TNF-a (1000 U/mL) por 48 horas. A viabilidade celu-
lar foi verificada no dia do experimento.

Células B EBV transformadas preparadas a partir de cé-
lulas mononucleares de sangue periférico expressam o fla-
vocitocromo bssg encontrado em fagdcitos e possuem ativi-
dade NADPH oxidase®’. As linhagens celulares obtidas de
pacientes reproduzem fielmente os defeitos bioquimicos e
moleculares presentes na CGD®®. Células B imortalizadas
por EBV foram preparadas de acordo com procedimentos
previamente publicados®, a partir de doadores saudaveis,
pacientes com CGD ligada ao X ou autossémica recessiva,
de dois pacientes com displasia ectodérmica anidrética com
imunodeficiéncia (EDA-ID), e de pacientes com defeitos do
eixo IL-12/23-IFN-y. As linhagens celulares B EBV transfor-
madas provenientes de pacientes com CGD, EDA-ID e com
defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y foram gentilmente cedidas
pelo professor Jean-Laurent Casanova (Laboratoire de Gé-
nétique Humaine des Maladies Infectieuses, Institut Natio-
nal de la Santé et de la Recherche Médicale, U550, Paris,
France). O paciente com CGD ligada ao X tem uma muta-
Ggdo no gene CYBB caracterizada previamente como uma
substituicdo A>G na posicdo -2 no sitio de splice do intron
9, levando a delecdo do exon 10, perda da expressdo da
gp91P" e a um decréscimo no burst respiratério. Os paci-
entes com CGD autossémica recessiva tem as seguintes
mutagBes génicas: CYBA, delecdo dos exons 2-5; NCFI1,
delecdo gt no inicio do exon 2 (comum a maioria destes
casos®); e NCF2, mutacdo no sitio de splice no exon 4.

Para os ensaios com pacientes com defeito no eixo IL-
12/23-1FN-y, linfécitos B-EBV de seis controles normais e
seis pacientes com defeitos do eixo IL12/23-IFN-y (tabela
1) foram ativados com IFN-y na propor¢do de 10°UI em
500pul de RPMI para cada 2,5x10° células durante 15 minu-
tos, a 37°C. A reagdo foi interrompida com PBS 1x gelado,
o conteudo foi centrifugado a 1800rpm durante cinco mi-
nutos a 4°C, e as células foram ressuspendidas em TRI-
zol®, para extragdo de RNA.

Tabela 1 - Pacientes com defeitos do eixo IL-12/23-IFN-y avaliados neste estudo.

Paciente Gene, tipo de defeito, heranga Mutacgao
IFNGR2 c (a) IFNGR2; defeito completo; AR T168N/T168N
IFNGR2 c (b) IFNGR2; defeito completo; AR 278delAG/278delAG
IFNGR2 pd IFNGR2; defeito parcial, AR R114C/R114C
IFNGR1 c IFNGR1, defeito completo; AR 453delT/453delT
IFNGR1 pr IFNGR1; defeito parcial; AR 187T/187T
IFNGR1 pd IFNGR1; defeito parcial, AD 818del4/WT

AR - heranca autossGmica recessiva; AD - heranga autossémica dominante.

Linhagens de células B EBV transformadas foram obti-
das de pacientes com EDA-ID previamente descritos e que
apresentam infecgdes recorrentes graves. Um paciente tem
EDA-ID ligada ao X causada por uma mutagdo hipomorfica
hemizigotica no gene codificador do NEMO/IKKy (X420W),
a subunidade regulatéria do complexo IkB quinase (IKK?),
levando ao decréscimo da ativacdo do NF-xB nas células
deste paciente!!*?, O segundo paciente tem uma forma au-
tossomica dominante de EDA-ID associada com uma muta-

cdo hipermorfica heterozigdtica (S32I) na serina 32 da
IxBa!3. Esta mutacdo de ganho de funcdo aumenta a capa-
cidade inibidora da IxBa pela prevencao de sua fosforilagao
e dl?gradagéo, resultando na diminuicdo da ativacao do NF-
xB*.

Todos os reagentes utilizados foram endotoxin-free
(menor do que 10 pg/mL pelo ensaio Limulus amebocyte
lysate).
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Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(real-time PCR)

RNA total foi isolado de células U937 ou células B EBV
transformadas (107 células) por Trizol (TRIzol® Reagent,
INVITROGEN15596-026), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Transcrigdes reversas de 4 ug do RNA total fo-
ram feitas utilizando-se SuperScript III RT e hexameros
randomicos. Os cDNAs foram amplificados por real-time
PCR usando-se SYBR® Green Real Time System (Applied
Biosystems). Cada 25 pL de mix de PCR continha 12 ng/uL
de cDNA, 8uL de SYBR® Green Master Mix (1X SYBR®
Green Buffer, 3 mM MgCl,, 200 nM mix de dNTP, 0,63 U
Amplitag Gold®, 0,25 U AmpErase®), e os seguintes pri-
mers especificos: p47°"* (Gene Bank NM _000256) for-
ward primer 5°-CCT CTT TCC AGT GCA TTT AAG G-3', re-
verse primer 5-GAT GTG ACG GAT GAA GGT GTC-3". As
condicdes de ciclo de temperatura para o aparelho ABI
7500 thermal cycler foram: 50°C por dois minutos, 95°C
por dez minutos e entdo 40 ciclos de 95°C por 15 segun-
dos e 60°C por um minuto. Depois de 40 ciclos, uma curva
de dissociacdo (melting curve) foi gerada no intervalo de
60°C a 95°C. A amplificagdo paralela de B actina (Gene
Bank NM 001101) foi usada para normalizar a quantidade
de amostra. As reagdes foram feitas em triplicata e os re-
sultados representam a média = S.E.M. Curvas padroes
para o produto de amplificagdo foram geradas a partir de
diluicGes de dez vezes de pools de cDNAs para a determi-
nacdo da eficiéncia dos primers.

Analise computacional sobre possiveis sitios de liga-
cao do NF-«xB ao gene NCF1

Buscando identificar possiveis sitios de ligacdo do NF-xB
ao gene NCF1 (regido genOmica: chr7:73826245-738415
94), utilizamos a ferramenta “ECR Browser” (ECR do In-
glés: “Evolutionary Conserved Elements”), localizada no
site: http://ecrbrowser.dcode.org/. Esta ferramenta permi-
te-nos fazer comparagdes entre o genoma humano e diver-
sos outros genomas de espécies evolutivamente mais ou
menos distantes a espécie humana. Através destas compa-
racbes podemos identificar sitios genémicos conservados
durante a evolucdo, sobre os quais podemos inferir a exis-
téncia de funcionalidade bioldgica'**®. Depois dessa andlise
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comparativa, procuramos por sitios de ligacdo do NF-«xB
dentro dos sitios conservados encontrados, através da fer-
ramenta “Mulan” (do Inglés: “Multiple sequence Local Alig-
nment and conservation visualization tool”).®*®) Assim, utili-
zando sequéncias genémicas conservadas entre o genoma
humano e o de outras espécies como base para a procura
de possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcrigdo, po-
demos eliminar grande parte da ocorréncia de falsos posi-
tivos sobre os possiveis sitios de ligagdo do NF-kB ao nosso
gene de interesse. Procuramos por sitios de ligacdo conser-
vados para as subunidades p50 e/ou p65 do NF-kB em re-
gides exoOnicas, intronicas e flanqueadoras (20000 Kb “ups-
tream” e “downstream”) em relacdo ao nosso gene de inte-
resse. Intervalo gen6mico pesquisado para o gene NCF1:
chr7:73806245-73861594.

Procuramos por elementos conservados evolutivamente
compartilhados com pelo menos cinco espécies diferentes
de vertebrados: Mus musculus, Macaca mulatta e Pan tro-
glodytes evolutivamente mais prdoximas ao genoma huma-
no e as espécies de peixe Danio rerio e Fugu rubripes, evo-
lutivamente mais distantes. Para tornar a nossa busca
mais apurada, utilizamos os seguintes parametros: no pro-
grama “ECR Browser”, existéncia de pelo menos 85% de
similaridade entre as sequéncias génicas consideradas con-
servadas; no programa “TRANSFAC professional V10.2"”, o
indice de similaridade de matriz de pelo menos 0.85 para
as regides de sitios de ligacdo para as subunidades do NF-
kB analisadas.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + S.E.M.
Estatisticas descritivas foram feitas e comparacées entre os
grupos foram estabelecidas pelo teste de Mann Whitney.
Um valor de p<0,05 foi considerado significante.

Resultados

Como mostrado na figura 1, ha inibicdo da expressdo
génica do NCF1 no subclone de células U937 transfectadas
com o inibidor IxB S32A/S36A, comparada a células U937
selvagens ou a células transfectadas com vetor vazio
(p<0,05; n = 4; Mann Whitney mono-caudal).

25+
20+
15+

10+

Expressao relativa

| — ]
u L) L)

1 2 3

'—‘

T S — T
4 5 6

Figura 1 - Expressdo do gene NCF1 em células U937 induzidas (2, 4 e 6) ou ndo (1, 3 e 5) a diferenciagdo por IFN-y e TNF-a. U937 = 1 e 2,
U937 pCMV3 = 3 e 4, U937 IxB S32A/S36A = 5 e 6 (*p<0,05; n = 4; Mann Whitney mono-caudal).

Para testar a hipdtese de que efeitos supressores simila-
res ao sistema NADPH oxidase observados nas células
U937 poderiam ser encontrados em situagdes de ocorrén-
cia natural de mutagées em NEMO ou IKBA, nds examina-
mos os niveis de transcrigdo do gene NCF1 em células B
EBV transformadas de pacientes com EDA-ID, em compa-
racdo a linhagens celulares de doadores saudaveis e de pa-
cientes com CGD ligada ao X ou autoss6mica recessiva.

A figura 2 mostra a expressdo do gene NCF1 em linha-
gens de células B EBV transformadas de pacientes com
EDA-ID comparada a de controles saudaveis e de pacientes
com CGD ligada ao X ou com CGD autossdmica recessiva
devido a defeitos nos componentes p227P", p477P"x oy
p67°"* da NADPH oxidase. A expressdo do gene NCF1 na
linhagem celular EDA-ID devido a mutagdo IxB S32I foi
significativamente menor do que na linhagem celular de
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doadores saudaveis ou nas linhagens celulares de pacien-
tes com CGD (p<0,05; n = 4; Mann Whitney mono-caudal)
e esta foi equivalente a encontrada em linhagem celular de
paciente com CGD devido a defeitos no componente p47-
Phox “A linhagem celular EDA-ID devido a mutagdo IxB S32I
mostrou decréscimo da expressdao do NCF1, similarmente
ao que foi observado em células U937 transfectadas com

Rev. bras. alerg. imunopatol. - Vol. 32, N°© 2, 2009 51

IxB S32A/S36A, sugerindo que a expressdo deste gene
também é sensivel a diminuicdo da funcionalidade do NF-
kB. Também observamos decréscimo da expressdo do ge-
ne NCF1 nas células B EBV de pacientes com mutagdo NE-
MO/IKKy X420W comparada a vista nas células de doado-
res saudaveis.
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Figura 2 - Expressdo do gene NCF1 em células B EBV transformadas. As linhagens de células B foram derivadas de: 1, doadores saudaveis; 2,
paciente com CGD ligada ao X; 3, paciente com CGD devido a mutagdo autossémica no gene CYBA (A22-CGD); 4, paciente com CGD devido a
mutagdo autossémica no gene NCF1 (A47-CGD); 5, paciente com CGD devido a mutagdo autossémica no gene NCF2 (A67-CGD); 6, paciente
com EDA-ID devido a mutagdo IkB S32I; 7, paciente com EDA-ID devido a mutagdo NEMO/IKKy X420W (p<0,05; n = 4; Mann Whitney mono-

caudal).

Através da andlise computacional empregada para iden-
tificar possiveis sitios de ligacdo do NF-«xB, subunidades
p50 e/ou p65, ao gene NCF1, encontramos 23 possiveis
sitios de ligagdo conservados entre o genoma humano e o
do macaco rhesus e 51 entre o genoma humano e o do
chimpanzé, ndo foram encontrados possiveis sitios de liga-
gdo entre o genoma humano e o do camundongo, bem co-
mo com respeito as espécies de peixes estudadas. Ndo en-
contramos possiveis sitios de ligacdo conservados entre os
quatro genomas estudados (do camundongo, do macaco
rhesus, do chimpanzé e o do homem), mas encontramos
23 possiveis sitios de ligagdo conservados entre os geno-
mas do macaco rhesus, do chimpanzé e o do homem (fi-
gura 3).

Nas células de pacientes com defeito no eixo IL-12/23-
IFN-y, os defeitos IFNGR1 c¢ e IFNGR1 pd foram os que
mais ocasionaram menor expressdo do gene NCF1, sendo
que todos os demais defeitos, com excegao do IFNGR1 pr,
também ocasionaram a diminuicdo da expressdo deste ge-
ne. O tratamento com IFN-y ndo foi capaz de alterar o nivel
de expressao do gene NCF1 nestes pacientes (figura 4).

Discussao

Nossos experimentos por real-time PCR mostram que
células transfectadas com o IkB S32A/S36A possuiram ni-
veis diminuidos de expressdo do gene NCF1. Este resultado
estd de acordo com a hipdtese de que o NF-«xB estaria en-
volvido na regulagdo da expressdo do gene NCF1, porém
este ndo seria o Unico fator transcricional envolvido na
transcricdo deste gene, uma vez que a expressao do gene
NCF1 nas células U937 IxB S32A/S36A ndo foi completa-
mente abolida. Esta Ultima consideracdo estd de acordo
com a literatura, uma vez que outros fatores transcricio-

nais ja foram relatados como envolvidos na expressdo do
gene em questdo!”*°,

Pudemos constatar a existéncia de possiveis sitios de
ligagdo do NF-«kB conservados na regido upstream intergé-
nica em relagdo aos gene NCF1 (sitios conservados entre o
genoma humano e o das espécies M. mulatta e P. troglody-
tes). Como as regiGes génicas promotoras estdo localiza-
das na regido flanqueadora upstream intergénica as re-
gibes transcritas dos genes, a ocorréncia de possiveis sitios
de ligagdo do NF-kB conservados nesta localizagdo nos for-
nece subsidios para a realizagdo de experimentos de ban-
cada (tais como ensaios EMSA, do Inglés: “Electro Mobility
Shift Assay”) sobre a funcionalidade dos mesmos.

Nossos resultados em células humanas mielociticas con-
firmam e estendem os relatos prévios feitos por Anrather
et al.?® Por outro lado, defeitos nos componentes da ati-
vagdo do NF-kB podem resultar em um grupo heterogénio
de imunodeficiéncias®'**. Uma forma de ativacdo defeituo-
sa do NF-kB deriva de mutagSes hipomorficas em genes
codificadores de proteinas quinases responsaveis pela fos-
forilagdo da IkB no complexo IkB quinase pela unidade re-
gulatéria NEMO. A sindrome clinica resultante, EDA-ID, po-
de ser herdada tanto como uma mutagdo recessiva ligada
ao X quanto por uma mutacdo autossdémica recessiva ou
dominante?!?*,

Células B EBV transformadas mimetizam desordens ge-
néticas da NADPH oxidase®’ e provéem um modelo Util pa-
ra a avaliacdo destas desordens moleculares. Células B
EBV transformadas do paciente EDA-ID com a mutagdo
S32I na IkBa mostraram diminuicdo da expressao do gene
NCF1, de maneira semelhante a células B de pacientes com
CGD por deficiéncia na p47P"*, confirmando os achados
nas células U937 transfectadas com IkB S32A/S36A. Estes
resultados sugerem um mecanismo adicional para a sus-
ceptibilidade a infeccdes por parte de pacientes com EDA-
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ID'*3, assim como o defeito molecular na ativacdo do NF-
KB também parece afetar células da linhagem mieldide.
Também observamos decréscimo da expressdo do gene
NCF1 nas células B EBV de pacientes com mutacdo NEMO/
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IKKy X420W, mutagdo esta que também compromete a via
de sinalizacdo do NF-xB, o que também vem a demonstrar
a importancia deste fator de transcricdo na expressdo do
gene NCF1.
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Figura 3 - Localizagdo esquemética dos possiveis sitios de ligagdo do NF-xB (subunidades p50 e/ou p65), conservados entre as espécies
Macaca mulatta (macaco rhesus, rheMac2 chr3:52035655-52247231), Pan troglodytes (chimpanzé, panTro2 chr7:74367142-74612050) e o
homem (Homo sapiens, hgl8 chr7:73806245-73861594), com relagdo ao gene NCF1. Andlise computacional empregando a ferramenta “ECR

Browser” (http://ecrbrowser.dcode.org/).
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Figura 4 - Expressdo do gene NCF1 em células de pacientes com defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y. *p<0,05, **p<0,01 quando comparado com
o grupo controle espontaneo. *p<0,05, *p<0,01 quando comparado com o grupo controle estimulado com IFN-y (n = 4; Mann Whitney mono-
caudal). Barras escuras representam o tratamento com IFN-y, barras claras representam a auséncia deste tratamento.



Expressdo do gene NCF-1 em leucécitos normais ou de imunodeficientes

O presente estudo sugere que defeitos comuns na ativi-
dade da NADPH oxidase podem prover uma base para a
sobreposigdo clinica existente entre casos de CGD, EDA-ID
e defeitos no eixo IL-12/23-IFN-y. Ndo existem dados na
literatura sobre as consequéncias dos defeitos do eixo IL-
12/23-1FN-y sobre a expressdo génica do componente p47-
Phox do sistema NADPH oxidase humano, assim, estudamos
o papel deste eixo sobre a expressdo génica deste compo-
nente.

Os resultados obtidos mostram que o IFN-y é importan-
te para a expressdo de componentes do sistema NADPH
oxidase, de tal forma que pacientes com defeitos no recep-
tor de IFN-y podem ser comparaveis a um paciente com
doenca granulomatosa cronica (CGD) devido a defeitos ge-
néticos que levam ao decréscimo da expressdo do gene
NCF1. Observamos que a expressdo do gene NCF1 é mais
influenciada por defeitos IFNGR1 c e IFNGR1 pd. Todos os
demais defeitos, com excecdo do IFNGR1 pr, também oca-
sionaram a diminuicdo da expressdao deste gene. O NF-kB
pode estar envolvido neste processo de influéncia da ex-
pressdao do gene NCF1 na medida em que ele pode estar
sendo afetado pela ndo funcionalidade dos receptores de
IFN-y em pacientes com defeitos nos genes IFNGR1 e
IFNGR2.

O NF-kB é necessério para a expressao do gene NCF1 e,
consequentemente, para a atividade da NADPH oxidase. As
analises computacionais sobre os possiveis sitios de ligagdo
funcionais para as subunidades p50 e/ou p65 do NF-kB em
regido upstream ao sitio de inicio de transcrigdo do gene
estudado, juntamente com os dados de expressdo génica
obtidos nos modelos de linhagens celulares estudados,
apontam para uma possivel ligacdo funcional do NF-kB ao
gene NCF1. Defeitos na via de ativagao do NF-kB encontra-
dos em certas formas de displasia ectodérmica levam a um
defeito funcional similar ao encontrado em leucécitos de
pacientes com CGD, em células mieldides, em adicdo aos
conhecidos defeitos imunoldgicos mieldides e linféides, e
podem contribuir para a imunodeficiéncia severa. Pacientes
com disturbios no burst oxidativo, além de CGD, também
devem ser avaliados com respeito a existéncia de defeitos
no eixo IL-12/23-IFN-y e defeitos na via do NF-kB.
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