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RESUMO

A doenca granulomatosa crénica (DGC) é caracterizada por variantes patogénicas em genes do sistema
NADPH oxidase, comprometendo a atividade dos fagdcitos e aumentando a suscetibilidade a infec¢Ges
em o6rgdos de barreira e linfonodos. O diagndstico funcional é realizado por meio do teste de
dihidrorodamina-123 (DHR). Embora o tratamento inclua profilaxia com antimicrobianos e antifingicos,
o transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) constitui a Unica modalidade terapéutica com
potencial curativo. Avaliar o teste de DHR como indicador da recuperagdo funcional do sistema NADPH
oxidase no centésimo dia (D+100) pds-TCTH em pacientes com DGC. Estudo observacional, retrospectivo,
baseado na revisdo de prontuarios de sete pacientes com DGC diagnosticados pelo teste de DHR e
submetidos ao TCTH entre 2015 e 2022. Foram analisados os resultados do teste de DHR e da analise de
guimerismo realizados no D+100 pds-TCTH em um hospital pedidtrico de referéncia da regido Sul do
Brasil. A idade média no inicio dos sintomas foi de 1 ano e 18 dias, e a idade média no diagndstico foi de
4 anos, 11 meses e 23 dias. Cinco pacientes apresentaram variantes patogénicas no gene CYBB. No pds-
TCTH, o paciente com a maior relacdo entre a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) das células
estimuladas e das células sem estimulo apresentou quimerismo completo, enquanto o paciente com a
menor relacdo apresentou quimerismo misto insatisfatdrio, sem recuperacdo funcional dos granuldcitos.
Os resultados da andlise de quimerismo mostraram consonancia com os achados do teste de DHR,
indicando que pacientes com maior relacao entre as MFI obtiveram quimerismo completo ou misto
satisfatdrio no D+100 pds-TCTH.

Palavras-chave: Doenca granulomatosa cronica; Teste de dihidrorodamina; Transplante de células-tronco
hematopoéticas; Quimerismo; Erros inatos da imunidade.

ABSTRACT
Chronic granulomatous disease (CGD) is characterized by pathogenic variants in genes encoding the
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NADPH oxidase system, resulting in impaired phagocyte activity and increased susceptibility to infections
in barrier organs and lymph nodes. Functional diagnosis is performed using the dihydrorhodamine-123
(DHR) test. Although clinical management includes antimicrobial and antifungal prophylaxis,
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) represents the only curative therapeutic modality. This
retrospective observational study evaluated the DHR test as an indicator of functional recovery of the
NADPH oxidase system at D+100 post-HSCT in patients with CGD. It was based on a review of medical
records from seven patients with CGD, diagnosed via the DHR test, who underwent HSCT between 2015
and 2022. Results from the DHR test and chimerism analysis performed at Day +100 post-HSCT were
analyzed at a pediatric referral hospital in southern Brazil. The mean age at symptom onset was 1 year
and 18 days, and the mean age at diagnosis was 4 years, 11 months, and 23 days. Five patients carried
pathogenic variants in the CYBB gene. Post-HSCT, the patient exhibiting the highest ratio of median
fluorescence intensity (MFI) between stimulated and unstimulated cells achieved complete chimerism;
conversely, the patient with the lowest ratio displayed unsatisfactory mixed chimerism, showing no
functional recovery of granulocytes. Chimerism analysis results were consistent with DHR test findings,
demonstrating that patients with higher MFI ratios achieved satisfactory complete or functional mixed
chimerism at D+100 post-HSCT.

Keywords: Chronic granulomatous disease; Dihydrorhodamine test; Hematopoietic stem cell
transplantation; Chimerism; Inborn errors of immunity.

1. Introdugao

A doenga granulomatosa cronica (DGC) é um erro inato da imunidade raro, com incidéncia estimada
em aproximadamente 1:200.000 nascidos vivos por ano. A doenga é caracterizada por variantes
patogénicas em genes que codificam as cinco proteinas constituintes do sistema NADPH oxidase fagocitico
humano, comprometendo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos fagdcitos. Como
consequéncia, ocorre deficiéncia da atividade microbicida dessas células, resultando em elevada
suscetibilidade a infeccdes recorrentes, principalmente em drgdos de barreira e linfonodos, além do
acometimento de érgdos internos, como pulmdes, figado e baco [1,2].

Sob essa perspectiva, o teste de dihidrorodamina-123 (DHR) consolidou-se como o principal método
funcional para o diagndstico da DGC. O ensaio fundamenta-se na oxida¢cdo da DHR em rodamina-123 apds
a producdo intracelular de ROS, permitindo a avaliacdo indireta da atividade do sistema NADPH oxidase
por citometria de fluxo. Dessa forma, constitui ferramenta essencial tanto para o diagndstico quanto para
a caracterizacdo funcional da doenca, sendo recomendado que resultados alterados sejam
posteriormente confirmados por andlise genética para identificacdo do defeito molecular responsavel
(3,4].

Atualmente, o tratamento da DGC baseia-se na profilaxia continua com antimicrobianos e
antifungicos, visando reduzir a ocorréncia de infeccdes oportunistas. Adicionalmente, o interferon-gama
humano recombinante tem demonstrado beneficio na diminuicdo da frequéncia de infecgbes graves [5].
Entretanto, apesar dos avancos no tratamento clinico, o transplante de células-tronco hematopoéticas
(TCTH) permanece como estratégia terapéutica com potencial curativo, sendo indicado principalmente
para pacientes com infec¢des recorrentes, manifestacGes graves ou evolucdo clinica desfavoravel [6].
Evidéncias recentes demonstram que o procedimento proporciona melhora expressiva da sobrevida e da
qualidade de vida desses individuos, com taxas estimadas de sobrevida em longo prazo variando entre
65% e 90% [5,7].
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Apds o TCTH, espera-se que as células hematopoéticas do receptor sejam progressivamente
substituidas pelas células provenientes do doador, processo que pode ocorrer de forma gradual,
permitindo a coexisténcia tempordria de ambas as populacdes celulares, condicdo denominada
guimerismo [3]. Entre os métodos empregados para sua avaliacdo, a andlise de Short Tandem Repeats
(STR), baseada em marcadores altamente polimérficos, destaca-se pelo elevado poder discriminatério na
determinacdo da origem celular [5].

Os primeiros 100 dias apds o transplante representam o periodo de maior vulnerabilidade para
complicagBes agudas, tornando indispensavel o monitoramento clinico e laboratorial do enxerto. Nesse
periodo, a andlise do quimerismo, associada a evolucdo clinica do paciente, fornece informacdes
fundamentais para a identificacdo precoce de falha do enxerto, rejeicdo e recuperacdo da hematopoese
[3]. Assim, a eficdcia do TCTH é tradicionalmente acompanhada por dois pardmetros complementares: a
recuperacao hematoldgica, evidenciada pelo restabelecimento funcional das células transplantadas, e a
analise molecular do quimerismo [7,8]. Mais recentemente, Kim et al. [3] demonstraram que o teste de
DHR pode atuar como ferramenta complementar na avaliacdo funcional do enxerto em um paciente com
DGC ligada ao cromossomo X, ampliando as perspectivas para sua utilizacdo no monitoramento pds-
transplante.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o teste de DHR como indicador
da recuperagao funcional do sistema NADPH oxidase no centésimo dia pds-TCTH em pacientes com
doenca granulomatosa crénica, utilizando a analise molecular do quimerismo como método de referéncia.

2. Materiais e Métodos

Trata-se de um estudo observacional, retrospectivo, baseado na revisdo de prontudrios de pacientes
diagnosticados com DGC por meio do teste de DHR e submetidos ao TCTH entre os anos de 2015 e 2022.
Foram incluidos pacientes que realizaram acompanhamento pds-transplante com analise de quimerismo
e teste de DHR no centésimo dia (D+100) apds o procedimento.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pequeno Principe, sob o
Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica (CAAE) n2 28034720.1.0000.0097, parecer n@
5.302.469. Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos retrospectivamente a partir dos prontuarios
médicos e armazenados de forma anonimizada em planilha eletrénica de acesso restrito aos
pesquisadores, garantindo a confidencialidade das informacdes dos participantes.

Foram coletadas, quando disponiveis nos prontudrios, as seguintes informacodes: idade ao entrar no
estudo, sexo, idade de inicio dos sintomas da DGC, idade ao diagndstico de DGC, resultado do teste de
DHR estimulado com PMA ao diagnédstico, manifestacdes clinicas pré-diagndstico, diagndstico molecular,
indicacdo para TCTH, condicionamento pré-TCTH, tipo de transplante, data do TCTH, nimero de células
infundidas e resultados do teste de DHR estimulado com PMA e da andlise de quimerismo por STR no
D+100 p6s-TCTH.

A recuperagao funcional do sistema NADPH oxidase foi avaliada por meio do teste de DHR realizado
no D+100 pds-TCTH. Para essa avaliacdo, foi considerada a relacdo entre a intensidade mediana de
fluorescéncia (Median Fluorescence Intensity, MFI) das células estimuladas com PMA e a MFI das células
ndo estimuladas. Os resultados obtidos foram posteriormente comparados aos dados da andlise
molecular de quimerismo por STR, utilizada como método de referéncia para avaliacdo da recuperacgao
hematopoética e do status do enxerto.
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Por se tratar de uma casuistica composta por niumero reduzido de pacientes, os dados foram
analisados por estatistica descritiva, sendo apresentados por meio de médias, valores minimos e
maximos, além de frequéncias absolutas, conforme a natureza das variaveis estudadas.

3. Resultados

O processo de selecdo da amostra iniciou-se pela identificacdo de prontuarios com laudos
compativeis com DGC, totalizando 28 pacientes no periodo de 2015 a 2022. Desses, 16 haviam sido
submetidos ao TCTH. Posteriormente, foram incluidos apenas os pacientes que possuiam resultados da
analise de quimerismo e do teste de DHR no D+100 pds-transplante, resultando em uma amostra final de
7 pacientes, todos do sexo masculino. Apenas uma familia (PO3) apresentou relato de consanguinidade
parental. Os dados referentes as caracteristicas clinicas, laboratoriais e ao transplante encontram-se
sumarizados na Tabela 1.

A idade média ao inicio dos sintomas foi de 1 ano e 18 dias, variando de 7 dias a 4 anos. Em relagao
ao diagndstico, a idade dos participantes variou entre 1 ano e 8 meses e 12 anos, 11 meses e 23 dias, com
média de 4 anos, 11 meses e 23 dias. O intervalo médio entre o aparecimento dos primeiros sintomas e
o diagnéstico foi de 3 anos, 11 meses e 4 dias.

As manifestac¢des clinicas observadas antes do diagndstico incluiram reagdo adversa a vacina BCG
(n=4), pneumonia (n=4), otite média aguda de repeti¢do (n=3), abscesso cervical (n=2), abscesso hepatico
(n=2), linfadenite cervical (n=2), infec¢cdes cutaneas recorrentes (n=2) e episédios recorrentes de diarreia
(n=2). Em média, cada paciente apresentou quatro manifesta¢des clinicas distintas no periodo pré-
diagndstico, variando de duas a seis ocorréncias.

O diagndstico da DGC foi estabelecido por meio do teste funcional de DHR com resposta alterada
apos estimulo com PMA. Cinco participantes (P01, P02, P05, PO6 e PQO7) apresentaram variantes
patogénicas no gene CYBB, compativeis com DGC ligada ao cromossomo X (Tabela 1). Para dois pacientes
ndo havia registro de sequenciamento genético. No participante P04, o padrdo do teste de DHR da
amostra biolégica materna mostrou-se compativel com a forma ligada ao cromossomo X da doenca. Em
P03, por sua vez, a amostra bioldgica materna ndo evidenciou padrdo de DHR compativel com portadora
de DGC ligada ao X.

Quanto ao regime de condicionamento pré-TCTH, a maioria dos participantes recebeu bussulfano,
fludarabina e imunoglobulina antitimdcitos humanos. Para profilaxia da doenca do enxerto contra o
hospedeiro, trés pacientes receberam ciclosporina associada ao micofenolato de mofetila, enquanto
guatro utilizaram ciclosporina associada ao metotrexato.

Seis pacientes foram submetidos ao TCTH com doadores ndo aparentados e todos os transplantes
utilizaram medula dssea como fonte de células-tronco hematopoéticas. Quanto a compatibilidade do
antigeno leucocitario humano (HLA), cinco pacientes exibiram compatibilidade total (10/10), enquanto
dois evidenciaram compatibilidade parcial (9/10).

Para a analise funcional pelo teste de DHR, foi considerada a relacdo entre a mediana da MFI das
células estimuladas com PMA e a MFI das células ndo estimuladas. Ao diagndstico (Figura 1), a relacdo
entre a MFI das células estimuladas e a das células sem estimulo variou de 1,19 a 19,22 vezes, com média
de 4,01. Apds 100 dias do TCTH, seis pacientes demonstraram resposta ao teste de DHR apds estimulo
com PMA. Nesse periodo, a relagdo entre a MFI das células estimuladas e a das células sem estimulo
variou de 1,03 a 593,63 vezes, com média de 211,78.
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Tabela 1. Dados clinicos e laboratoriais dos participantes do estudo.

N2 Idade Diagnéstico Pré-TCTH
PT |primeiro Acompanhamento diagndstico molecular Data Acompanhamento D+100
sintoma C e L . . TCTH R R
Idade ao Histdria clinica DHR Medicagoes Tipo de transplante N2 células DHR Quimerismo
diagndstico infundidas
g Esp | PMA Esp PMA
P01 8m 12a11m23d | BCGite; Pneumonia; 522 862 CYBB: BU + FLU + ATG | Doador ndo aparentado, 2,8 x 11/07/15 1481 222467,5 | Células Totais 100%
Mononucleose; c.C271T, DECH: CsA + medula éssea, compativel 10*8/kg Linfdcitos T 59%
Linfadenite cervical; p.R91X MTX Linfocitos B 100%
Linfadenite subclavicular. Granulécitos 100%
P02 7 DbV 1a8m10d InfecgOes de pele; Diarreia; 449,5 769,5 CYBB: BU + FLU Doador ndo aparentado, 6,8 x 24/07/15 909,5 156175 Células Totais 94%
Estomatite; Otite; c.C676T, DECH: CsA + medula éssea, compativel 10*8/kg Linfocitos T 87%
Abscesso cervical; p.R226X MTX Linfocitos B 99%
Abscesso hepatico Granulécitos 98%
P03 2a5m 8abmad BCGite; Otite; Pneumonia; 250 4804 Anadlise ndo BU + FLU + ATG | Doador ndo aparentado, 6,5 x 02/03/16 217 42650,5 Células Totais 76%
Infecgdo trato urinario; realizada DECH: CsA + medula éssea, compativel 10*8/kg Linfdcitos T 34%
Diarreia; InfecgOes de pele. MTX Linfécitos B 82%
Granulécitos 82%
P04 10DV 3a2mad BCGite; Abscessos 95,55 114,5 Analise ndo BU + FLU + ATG | Doador ndo aparentado, N3o 15/04/16 237,5 245 Células Totais 2%
cutaneos; Pneumonia. realizada DECH: CsA + medula dssea, informado Linfécitos T 12%
MTX incompativel (9/10) Linfécitos B Insuf.
Granulécitos 0%
P05 2m 1a9m9ad BCGite; Otites; Abscesso 415,45 538,49 CYBB: BU + FLU + ATG Doador aparentado, 3,18 x 24/11/20 332,845 61.643,77 | Células Totais 62%
cervical. c.T854A, DECH: CsA + medula éssea, compativel 10*8/kg Linfocitos T 34%
p.L285X MMF Linfdcitos B 51%
Granulécitos 74%
P06 im 2abmeéd Pneumonia; Linfadenite 491,31 583,76 CYBB: BU + FLU + ATG | Doador ndo aparentado, 9,33 x 28/07/21 141,51 26.052,34 | Células Totais 81%
cervical c.G1010A, DECH: CsA + medula éssea, compativel 10*8/kg Linfécitos T 16%
p.W337X MMF Linfécitos B 73%
Granulécitos 94%
P07 4a 4a2m22d Abscesso hepatico; Sepse; 533,3 964,7 Andlise ndo BU + CY + ATG Doador ndo aparentado, 4,91 x 07/03/22 105,67 62.729,32 | Células Totais 100%
Peritonite. realizada DECH: CsA + medula dssea, 10*8/kg Linfécitos T 100%
MMF incompativel (9/10) Linfécitos B Insuf.
Granulécitos 99%

PT (Paciente); DHR (Dihidrorodamina); Esp (Intensidade Mediana de Fluorescéncia em Células ndo Estimuladas); PMA (Intensidade Mediana de Fluorescéncia em Células Estimuladas
com PMA); Pré-TCTH (antes do Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas); D+100 (Centésimo dia); BU (Bussulfano); CY (Ciclofosfamida); FLU (Fludarabina); ATG (Imunoglobulina
Antitimdcitos); MTX (Metotrexato); CsA (Ciclosporina); MMF (Micofenolato de Mofetila
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Em relacdo ao quimerismo, dois pacientes alcancaram quimerismo completo no D+100 pds-TCTH,
guatro evoluiram com quimerismo misto satisfatorio e apenas um apresentou quimerismo misto
insatisfatério, caracterizado pela predominancia de células de origem do receptor.
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Figura 1. Comparacdo da relagdo entre a MFI das células estimuladas e a MFI das células sem estimulo ao diagndstico e no
D+100 pds-TCTH.
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A comparacdo entre os resultados da analise de quimerismo e do teste de DHR no D+100 p6s-TCTH
demonstrou associacdo entre a recuperacao funcional e o quimerismo completo ou misto satisfatério. No
Unico participante com quimerismo misto insatisfatério, observou-se auséncia de resposta ao teste de
DHR apds estimulo com PMA. Essa associacdo é representada na Figura 2.
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Figura 2. Associacdo entre a relacdo da MFI das células estimuladas e das células sem estimulo e o quimerismo de células
totais no D+100 pd6s-TCTH.

4, Discussao

Este estudo apresentou os dados clinicos e laboratoriais de sete pacientes com DGC submetidos ao
TCTH como modalidade terapéutica. No D+100 pds-TCTH, os resultados da analise molecular de
quimerismo por STR foram comparados com a recuperac¢do funcional do sistema NADPH oxidase pelo
teste de DHR.

Assim como demonstrado em outras casuisticas [9], a amostra analisada foi composta
exclusivamente por meninos, resultado compativel com a maior frequéncia da DGC em individuos do sexo
masculino descrita na literatura [10,11]. Essa predominancia decorre do fato de o gene CYBB, responsavel
pela codificacdo da proteina gp91-phox do sistema NADPH oxidase, localizar-se no cromossomo X. Entre
os participantes, cinco apresentaram variantes patogénicas no gene CYBB, o mais frequentemente
acometido segundo a literatura [10,11]. Para o participante P04, embora nao houvesse estudo genético,
o padrado do teste de DHR na amostra bioldgica materna foi compativel com DGC ligada ao cromossomo
X. Entretanto, no caso do participante P03, a amostra biolégica materna nao apresentou padrao de DHR
compativel com portadora dessa forma da doenca, ndo sendo possivel afirmar se o caso corresponde a
DGC ligada ao cromossomo X por variante de novo ou a forma autossémica recessiva da doenca.
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Considerando o padrdo do teste de DHR ao diagndstico, caracterizado por resposta parcial ao estimulo
com PMA, associado ao relato de consanguinidade parental, a hipotese de forma autossémica recessiva
da DGC mostra-se a mais provavel.

O inicio dos sintomas da DGC ocorre, tipicamente, entre os dois e cinco anos de vida [6,10],
enquanto o diagndstico é estabelecido, em média, até o quarto ano de vida [10-12]. Na presente
casuistica, observou-se padrao semelhante quanto a idade de inicio dos sintomas. Entretanto, a idade
média ao diagndstico foi superior a descrita na literatura. O diagndstico da DGC depende da realizacdo de
teste funcional especifico, cuja disponibilidade permanece limitada no pais, circunstancia que pode ter
contribuido para esse atraso diagndstico [13].

Em paises como o Brasil, onde a vacina BCG integra o calenddrio nacional de imunizacdo no primeiro
més de vida, reacOes adversas locais ou disseminadas relacionadas a esse imunizante ocorrem com
relativa frequéncia em pacientes com DGC. No presente estudo, 57,1% dos participantes desenvolveram
reacOes adversas a BCG, frequéncia semelhante a descrita em pacientes mexicanos (58%) [12].
Comparando esses resultados com os dados do registro latino-americano da LASID [10], observou-se
maior frequéncia de otite média aguda (42,9% versus 21%) e menor incidéncia de manifestacdes
gastrointestinais (28,6% versus 60,2%) e infeccbes cutaneas (28,6% versus 44%). As pneumonias
constituiram a manifestacdo clinica mais frequente e, entre os abscessos em d6rgdos internos, destacou-
se o acometimento hepatico, achado também observado em outras casuisticas latino-americanas [10,12].
Essa predominancia de infeccdes em drgdos de barreira e tecidos profundos é compativel com a
fisiopatologia da DGC, caracterizada pelo comprometimento da atividade microbicida das células
fagociticas.

Apesar da profilaxia com antimicrobianos e antifingicos, a DGC permanece como uma doenca
potencialmente devastadora, com impacto significativo sobre a qualidade de vida dos pacientes,
justificando a indicacdo do TCTH como tratamento com potencial curativo. Estudos demonstram que o
transplante promove reducdo expressiva dos episédios infecciosos e favorece a recuperagdo do
crescimento quando realizado durante a infancia. Nas ultimas décadas, diferentes séries de pacientes
transplantados com doadores compativeis relataram taxas de sobrevida variando entre 83% e 96% [8,9].

Na DGC, o regime de condicionamento deve proporcionar mieloablagado suficiente para favorecer o
estabelecimento do enxerto e de um quimerismo satisfatério. Entretanto, o sucesso do transplante nao
depende exclusivamente do regime de condicionamento, sendo influenciado também por fatores
relacionados ao doador e ao receptor. No presente estudo, o participante P04 foi o Unico a apresentar
perda do enxerto antes do D+100 pds-TCTH. Esse paciente recebeu enxerto de doador ndo aparentado,
com compatibilidade HLA 9/10, e foi submetido ao condicionamento com bussulfano, fludarabina e
imunoglobulina antitimécitos humanos. Dessa forma, a compatibilidade parcial entre doador e receptor
pode ter contribuido para a perda do enxerto, conforme descrito na literatura [9].

Assim como descrito em outros estudos [7,8], a manutencao da hematopoese, mesmo na presenca
de quimerismo misto, constitui fator determinante para o sucesso do TCTH. Corroborando com esses
achados, os pacientes com quimerismo completo ou misto satisfatério demonstraram recuperagao
funcional do sistema NADPH oxidase apds o TCTH. Segundo a literatura [7,8], os melhores resultados de
guimerismo foram observados em pacientes com doadores ndo aparentados e compatibilidade HLA de
10/10.

Ao comparar os achados antes e apds o TCTH, assim como relatado por Kim et al. [3], observou-se
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uma relacdo consistente entre os resultados do teste de DHR e da analise de quimerismo, especialmente
em trés pacientes: PO1 e P07, que obtiveram os melhores resultados de quimerismo, e P04, que
apresentou o menor grau de recuperacao funcional. Os pacientes PO1 e P07, ambos submetidos ao TCTH
com doadores ndo aparentados, exibiram aumento superior a 150 vezes na MFI das células estimuladas
com PMA. Em contrapartida, o paciente P04, embora também transplantado com doador nao
aparentado, apresentava compatibilidade HLA 9/10, quimerismo misto insatisfatdrio e auséncia de
granuldcitos de origem do doador. Além disso, o teste de DHR realizado no D+100 pds-TCTH evidenciou
déficit significativo na producdo de ROS apds estimulo com PMA, em niveis semelhantes aos observados
no periodo pré-transplante.

5. Conclusao

O teste de DHR apresentou concordancia com a analise molecular de quimerismo na avaliacao da
recuperacao funcional do sistema NADPH oxidase no D+100 pds-TCTH em pacientes com doenca
granulomatosa cronica. Os achados indicam que esse teste pode ser utilizado como ferramenta
complementar de monitoramento da recuperac¢ao funcional apds o transplante, oferecendo um método
simples, rapido e custo-efetivo para a avaliacao do enxerto.
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