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RESUMO

A sindrome linfoproliferativa autoimune (ALPS) € a primeira doenga humana, cuja etiologia é
atribuida a um defeito primdrio em apoptose. Esta doengca € caracterizada por
linfoproliferacdo ndo maligna, manifestagdes autoimunes, hipergamaglobulinemia, expansio
de linfécitos T CD3+ TCRaf+ CD4-CDS8-, conhecido como células T duplo negativa, e risco
aumentado de linfoma. Na maioria dos casos, pacientes com ALPS possuem um defeito
genético herdado envolvendo genes relacionados com a apoptose da via do receptor de morte
FAS. MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs reguladores, ndo
codificadores de proteina, que possuem um papel no controle da expressao génica. Este € o
primeiro estudo sobre miRNA em pacientes com ALPS. O objetivo foi analisar a expressao
de miR-21 e miR-146a, incluindo as suas respectivas fitas passageiras, em mae e filho
portadores da mesma mutagdo em FAS, mas somente o filho manifestou os sinais e sintomas
da doenca ALPS-FAS. A expressao relativa dos dois pares de miRNAs foram avaliadas por
PCR quantitativo (RT-qPCR) em células mononucleadas do sangue periférico para ambos
individuos. Observou-se que o miR-21-3p foi significativamente hiperexpresso apenas para o
filho (P=0,0313), sem qualquer alteracdo significativa na expressdo de miR-146a, miR-146a-
3p e miR-21. Para a mae encontramos uma leve hipoexpressdao do miR-146a (P=0,06). Uma
vez que apenas o filho possui as principais manifestagdes clinicas de ALPS, miR-21-3p deve
ser investigado por desempenhar um papel fundamental na fisiopatologia da ALPS, incluindo
o desenvolvimento de linfoma.

Palavras chaves: apoptose.linfoma.miRNAs.regulacido da expressdo génica.



ABSTRACT

Autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) is the first human disease whose etiology
has been attributed to a primary defect in apoptosis. This disorder is characterized by
nonmalignant lymphoproliferation, autoimmune manifestations, hypergammaglobulinemia,
expansion of CD3+TCRof+CD4-CDS- lymphocytes (referred to as the double negative T
cells) and increased risk of lymphoma. Most cases of autoimmune lymphoproliferative
syndrome (ALPS) have an inherited genetic defect involving apoptosis-related genes of the
FAS pathway. MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding regulatory RNAs
playing a role in the control of gene expression. This is the first report on miRNAs in ALPS
patients. The aim was to analyze the expression of miR-21 and miR-146a, including their
respective passenger strands, in mother and son carrying the same FAS mutation, but only the
son manifested the signs and symptoms of ALPS-FAS disease. The relative expression of the
two pairs of miRNA was evaluated by reverse transcription quantitative PCR (RT-gPCR) in
peripheral blood mononucleated cells from both patients and healthy control subjects. We
observed that miR-21-3p was significantly overexpressed for the son (P=0.0313) with no
significant change in the expression of miR-146a, miR-146a-3p and miR-21. For the mother
we found a slight downregulation of miR-146a (P=0.06). Since only the son had the major
clinical manifestations of ALPS, miR-21-3p should be investigated as playing a critical role in
ALPS physiopathology, including the development of lymphoma.

Key words: apoptosis.gene expression regulation.lymphoma.microRNAs.
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1 INTRODUCAO

O termo apoptose foi introduzido por Kerr e colaboradores em 1972 para
descrever uma forma de morte celular "programada” (1). E importante notar que ha outros
processos de morte celular programada descritos, como autofagia, necrose, mitose catastréfica
e senescéncia (2,3), contudo, a apoptose € o mais estudado e melhor compreendido (4).
Caracterizada por um conjunto distinto de alteragdes morfolégicas e bioquimicas que incluem
a condensacdo da cromatina, a fragmentacdo de DNA internucleossomal e, talvez mais
importante, alteracdes da superficie celular. Todas essas mudancas sinalizam as células
fagociticas para o rdpido reconhecimento e englobamento das células apoptéticas, controlando
assim a indugdo de reagdes patoldgicas (5).

Apoptose é um mecanismo importante em organismos multicelulares. Durante o
desenvolvimento regula o nimero de células e a arquitetura do tecido. Ja na idade adulta, é
fundamental para a eliminacdo das células imunoldgicas autorreativas, c€lulas infectadas, e
células mutadas (5). Existem duas vias principais de sinalizagdo de apoptose celular: a via
extrinseca ou via dos receptores de morte e a via intrinseca ou mitocondrial (3,5,6).

A via extrinseca da apoptose pode ser induzida através da ativagdo de receptores
de morte, que pertencem a uma superfamilia de receptores de membrana do fator de necrose
tumoral (TNF) e seus ligantes. Entre os receptores mais conhecidos estdo o receptor de morte
da superficie celular FAS (FAS), receptor do fator de necrose tumoral 1a (TNFR1), receptor
do fator de necrose tumoral, membro 25 (TNFRSF25), receptor do fator de necrose tumoral
membro 10a (TNFRSF10A), receptor da superfamilia do fator de necrose tumoral membro
10b (TNFRSF10B). Esta superfamilia de receptores possuem dominios extracelulares ricos
em cisteina e uma regido citoplasmética, com cerca de 80 aminodcidos chamada de "dominio
de morte" (do inglés Death Domain, DD). O ligante desses receptores pode ser uma proteina
de membrana integrada a superficie de uma célula ou uma proteina soluvel extracelular (3,5).

Para explicar o processo de sinalizacdo da via extrinseca serd usado como
exemplo o receptor FAS. Essa sinalizacdo ocorre de modo que o receptor FAS, apds a
interacdo com o Fas ligante (FASLG), recruta a proteina adaptadora FADD (do inglés Fas-
associated death domain protein) através da interagdo entre os DD. Em seguida € ativada a
pro-caspase-8 que interage com FADD através do dominio efetor de morte (DED) formando o

complexo sinalizador indutor de morte (do inglés death-inducing signaling complex - DISC).
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Este complexo promove a ativagdo das caspases iniciadoras 8, 10 e 2 que sinaliza a cascata de
caspases efetoras 3, 6 e 7 da apoptose celular (3,5,7,8,9; Figura 1.1).

A sinalizacdo da via intrinseca € controlada por proteinas da familia BCL-2 (do
inglés B-cell lymphoma 2). Todas as proteinas dessa familia compartilham um ou mais
dominios conhecidos como dominios BH (do inglés Bcl-2 homology domains), e sao
classificadas em trés subfamilias: a subfamilia anti-apoptética que compreende as proteinas
BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCLI1, Al e BCL-B; a subfamilia pré-apoptética que consiste de
BAX, BAK e BOK; e a subfamilia pré-apoptética conhecida como "BH3-only" que inclui
BIM, PUMA, BAD, NOXA, BIK, HRK, BMF e BID (5,10). Diversos estimulos citotoxicos,
incluindo o estresse oncogénico e agentes quimioterapéuticos sdo responsaveis por ativar a
via intrinseca da apoptose. Estes estimulos ativam os membros da subfamilia “BH3-only”, que
por sua vez, inibem os membros da subfamilia anti-apoptética, permitindo assim a ativagao
das proteinas da subfamilia pré-apoptética como BAX e BAK, as quais sdao responsaveis por
mediar a permeabilizacio da membrana mitocondrial externa, promovendo a liberacdo de
proteinas apoptogénicas como SMAC (do inglés second mitochondria-derived activator of
caspases), Omi (também conhecido como HtrA2 — do inglés HtrA serine peptidase 2) e
citocromo-C para o citoplasma. O citocromo-C vai se oligomerizar no citoplasma, junto com
a proteina APAFI1 (do inglés Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) e a pré-caspase-9, para
formar um complexo ativador de caspase-9 (CASP9) chamado de apoptossoma. Uma vez
ativada, a CASP9 cliva e ativa as caspases efetoras 3, 6 e 7, resultando na morte celular
(10,11).

Além disso, as vias intrinseca e extrinseca da apoptose convergem na
mitocondria. A interacdo entre essas vias ocorre através da clivagem da proteina pro-
apoptotica BID (do inglés BH3 interacting domain death agonist) pela caspase-8 (CASPS) e
desse modo amplifica a resposta apoptotica (10,12; Figura 1.1). A apoptose desregulada
resulta em uma variedade de doencas. Defeito na apoptose pode conduzir ao desenvolvimento
de tumores e doencas autoimunes, e o excesso de apoptose pode causar doencas degenerativas

(13).
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EXTRINSECA INTRINSECA

Retirada de Citocina
Retirada de fatores de crescimento
Dano gendmico

Citocromoc ¢ " J \,
k—

Caspase- 9
Apaf-1 N
L 4

-

C e-8,-10
aspas 8oL

BCL-XL
MCL-1

Mitocondria
Caspase-3.-6,-7 Apoptossoma

\» APOPTOSE

Figura 1.1 Vias extrinseca e intrinseca de sinalizacao da apoptose.

llustragao: Daniel Tapias Morales

Ha duas vias principais para a ativacdo da cascata de caspases (caspases efetoras 3, 6 ¢ 7). A
via extrinseca é mediada pelo receptor FAS, onde através do DISC ativa as caspases
iniciadoras 8 e 10. A via intrinseca através da formagao de poros na superficie mitocondrial,
libera citocromo c para o citoplasma, ocorrendo a formag¢ao do apoptossoma, que por sua vez

ativa a caspase iniciadora 9. BID interliga as duas vias.

Na classificagdo das Imunodeficiéncias Primérias, a sindrome linfoproliferativa
autoimune (ALPS) pertence a categoria das doencas com desregulacio do sistema
imunolégico (14). ALPS € considerada a primeira doenga humana com etiologia atribuida a
defeito primdrio da apoptose ou morte celular programada (15).

A primeira descricdo de ALPS foi feita em 1967 por Canale e Smith onde relatou
cinco pacientes com linfadenopatia, esplenomegalia, e citopenias autoimunes que se

assemelhavam a um linfoma maligno (16). Em 1992, Sneller e colaboradores investigaram

dois pacientes com linfadenopatia, hipergamaglobulinemia, esplenomegalia e autoimunidade,
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0s quais possuiam um aumento na populacao de células T com receptores TCR o/B+ e duplo
negativas (DNT) para os marcadores CD4 e CD8 (TCR o/f+CD4-CDS8-) (17). No mesmo
ano, Watanabe-Fukunaga e colaboradores (1992) relataram que os camundongos Ipr (do
inglés lymphoproliferation) ndo tinham expressao de Fas na superficie celular (18). Em 1994,
Takahashi e colaboradores descobriram que camundongos gld (do inglés generalized
lymphoproliferative disease) possuiam com mutacdo em Faslg. (19). Pouco tempo depois, foi
identificado em humanos com ALPS mutacdes no gene FAS, (20,21) e outras moléculas das
vias extrinseca e intrinseca de sinaliza¢do da apoptose (22).

Existem aproximadamente 500 casos de ALPS relatados em todo o mundo
provenientes de mais de 300 familias identificadas com ALPS (23). Contudo, a verdadeira
incidéncia e prevaléncia permanecem desconhecidas (24,25), devido a expressdo fenotipica
varidvel com sintomas que se sobrepdem a outras condigdes hematologicas e
consequentemente auséncia de diagndstico (24,26). A doenca foi relatada em diversas racas e
etnias, e algumas pesquisas sugeriram uma preponderancia do sexo masculino (25,27).

A maioria dos pacientes com ALPS tém mutacao genética identificada associada a
via apoptdtica FAS (28). Pacientes com mutacao germinativa homozigota ou heterozigota no
gene FAS sdo unidos sob a denominacdo ALPS-FAS; pacientes com mutacdo somdtica em
FAS s@o classificados como ALPS-sFAS; pacientes com muta¢do no FASLG sio classificados
como ALPS-FASLG e pacientes com mutacdo na caspase-10 (CASP10) sao classificados
como ALPS-CASP10. Os pacientes que preenchem o critério para o diagnostico clinico para
ALPS, mas que ndo possuem diagnostico genético sdo classificados como ALPS-U (28).
Recentemente, novos achados moleculares foram encontrados e os critérios para o diagndstico
de ALPS foram modificados conforme descri¢cao na Tabela 1.1.

Para o diagnéstico definitivo de ALPS € necessario a presenga de uma mutacao,
mas ter a mutacdo ndo € suficiente para produzir a doenca, devido aos mecanismos de
regulacdo da expressdo dos genes para a saide e para a doenca. Hoje reconhecemos que a
penetrancia varidvel dos genes € regulada por mecanismos epigenéticos através de metilacdo e
acetilacdo das histonas e pelos microRNAs (miRNAs) em diversos processos bioldgicos e
patolégicos. Certamente, outros mecanismos ainda ndo identificados contribuirdo para
esclarecer essa regulacdo. Assim, familiares de pacientes com ALPS muitas vezes t€m a
mesma mutacdo genética, mas apresentam um fendtipo clinico com sintomas muito leves
(24,25) ou sem sintomas. O aconselhamento genético é fundamental para essas familias (24).

A maioria dos pacientes € diagnosticada na infancia durante os episddios de

linfoproliferacdo e ou manifestacdes autoimunes (29). No entanto, hd casos relatados na
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literatura com aparecimento na idade adulta (27,30). Manifestacdes autoimunes podem
ocorrer alguns anos apds linfoproliferacdo, e as citopenias como plaquetopenia, neutropenia e
anemia hemolitica sdo as mais frequentes (27). Outras manifestacdes também sao vistas em
pacientes com ALPS como hipergamaglobulinemia e infecgdes bacterianas associadas com
neutropenia. Linfoproliferacdes podem levar a autoimunidade direcionada a Orgdos
especificos como rins, figado, articulacdes, olhos, sistema neuroldgico, intestino, pulmao e
vasos sanguineos (22,25,30).

As alteracOes histopatoldgicas em linfonodos de pacientes com ALPS revelam a
expansdo paracortical devido a infiltracdo policlonal de células TCRo/B+DNT, a hiperplasia
folicular e plasmocitose policlonal. Esta infiltracdo acentuada das células DNT pode levar ao
diagndstico incorreto de linfoma de células T (28,32).

Nos pacientes com ALPS o tratamento inicial para as manifestacdes autoimunes
como citopenia é o corticosteroide seguido por Micofenolato de Mofetila (MMF) e sirolimus
como segunda e terceira op¢des. MMF ¢é geralmente bem tolerado nos casos de ALPS com
manifestacdes clinicas moderadas. Enquanto o sirolimus deve ser reservado para os pacientes
com doenca grave (23). A esplenectomia foi usada no passado para prevenir pancitopenias
por hiperesplenismo e ruptura do 6rgdo. Hoje esse procedimento ndo é mais recomendado
pelo elevado risco de sepse pds esplenectomia (23,33,34).

Os critérios primdrios necessarios para o diagndstico de ALPS-FAS incluem
linfadenopatia ou esplenomegalia cronica e niveis elevados de células DNTs. O diagndstico
pode ser fortalecido pelos critérios secundarios que inclui: a) contagem de linfécitos TCR
o/B+ com duplo negativos CD4-CD8- >1,5% do total de linfocitos T CD3+ o/ff +; b) dosagem
de vitamina B12>1500ng/L; ¢) dosagem de IL-10>20pg/mL; d) dosagem de IL-18>500
pg/mL; e) dosagem de sFASL>200 pg/mL, citopenias autoimunes, hipergamaglobulinemia,
linfoproliferagdo com ou sem autoimunidade estd associada a uma probabilidade de 85-97%
de ter mutacdo em FAS (28,34,35). Estes biomarcadores podem facilitar o diagndstico nos
servicos que carecem de instrumentos de andlise genética molecular ou teste funcional da

apoptose celular (36).
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Doenca Gene Nome Aprovado do Gene Heranca Células T Circulantes OMIM

ALPS-FAS FAS Fas cell surface death receptor AD/AR® Células T CD4-CD8- TCRa/b DN 601859
aumentadas

ALPS- FASLG  Fas ligand (TNF superfamily, member 6) AR Células T DN aumentadas 134638

FASLG

ALPS- CASPI10 caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase ~ AD Células T DN aumentadas 603909

caspasel( ?

ALPS- CASP8  caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase AR Células T DN ligeiramente aumentadas 607271

caspase8 ?

Deficiéncia FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain AR Células T DN aumentadas 613759

de FADD *

CARD11 CARDI1 caspase recruitment domain family, member 11 AD Normal 606445

(GOF) 2

Deficiéncia de CTLA4  cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 AD Células T naive CD4+CD45RA+ 616100

CTLA-4 diminuidas

Deficiéncia de PRKCD protein kinase C, delta AR Normal 615559

PRKCD?

ALPS-sFAS FAS Fas cell surface death receptor MS Células T CD4-CD8- TCRa/b DN 601859
aumentadas

RALD (GOF) KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog MS Normal 190070 ©

NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene MS Células T CD4-CD8- TCRa/b DN 164790 ¢

homolog

aumentadas

AR, heranca autossomica recessiva; AD, herancga autossdmica dominante; DN, duplo negativa; GOF, ganho de funcdo (gain of function); OMIM,

do inglés Online Mendelian Inheritance in Man; RALD, do inglés RAS-associated autoimmune leukoproliferative disease; MS, mutacao

somatica.  Dez ou menos casos nio relacionados relatados na literatura. ® Pacientes ALPS—FAS AR tém as manifestacdes clinicas mais graves. ©

Descricdo génica. Adaptado de (14,37).
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Recentemente, uma classe de moléculas de RNA (4cido ribonucleico) conhecida
como miRNAs sdo definidas como biomarcadores para diversas doencas (38). Os miRNAS
sao pequenas moléculas de RNA ndo codificadoras de proteinas, com aproximadamente 22
nucleotideos (39), transcritas de genes evolutivamente conservados, localizados em introns ou
éxons de genes codificadores de proteinas ou em regides intergénicas (40). O primeiro
miRNA foi descoberto em 1993 por Ambros e colaboradores. O gene lin-4 conhecido por
controlar o tempo de desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans nao codificava uma
proteina mas produzia um par de pequenos RNAs (61 e 22 nucleotideos). O RNA de 22
nucleotideos regulava negativamente a expressdo do gene lin-14 por complementaridade a
regido 3' ndo traduzida (3'UTR) deste gene (41). A partir do ano 2000, os miRNAs foram
reconhecidos como uma classe distinta de reguladores biolégicos (39,42) encontrados em
vermes, moscas, plantas e mamiferos (43).

A formacdo de um miRNA ocorre pela transcricdo do gene via RNA polimerase
I, originando um longo transcrito primdrio que apresenta-se na forma de grampo (do inglés
“hairpin’’), contendo cap 5’ e cauda poli (A+). Apds este processo a ribonuclease III Drosha
cliva este hairpin, gerando o miRNA precursor (pré-miRNA), com aproximadamente 70
nucleotideos (44,45,46). Este pré-miRNA ¢ transportado para o citoplasma pela exportina-5 e
o cofator Ran-GTP (47,48). No citoplasma, este hairpin de pré-miRNA ¢é clivado pela
ribonuclease III Dicer, perdendo sua estrutura de hairpin, gerando miRNA duplex, composto
por uma fita guia (chamado miRNA ou miRNA-5p) e uma fita passageira (chamado miRNA-
3p e anteriormente conhecida como miR-*) (45,47,49,50). Esta fita passageira foi, muitas
vezes, considerada degradada e, por conseguinte, ndo-funcional. No entanto, vérios estudos
mostram que a fita passageira de miRNA pode atuar como um miRNA maduro (51,52,53;
Figura 1.2).

Os miRNAs sdo incorporados ao complexo RISC (do inglés RNA induced
silencing complex) e guiados para a sequéncia complementar do RNA mensageiro (mRNA)
alvo. Os miRNAs possuem uma regido chamada de regido "semente", contendo uma
subsequéncia de 2-8 nucleotideos na extremidade 5’ considerada importante para o
reconhecimento do mRNA alvo (54,55). Se o emparelhamento for completo (100% de
complementaridade entre a sequéncia miRNA e mRNA), o mRNA alvo serd degradado; no
entanto, se for apenas parcialmente complementar resultard na inibicao da tradu¢ao do mRNA
alvo (56). A regulacdo pos-transcricional exercida pelos miRNAs € mediada principalmente

através de sitios complementares a regido 3’UTR do mRNA alvo (57; Figura 1.2).
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Figura 1.2 Biogénese e mecanismo de regulacdo pés-transcricional exercido pelos

miRNAs.

A partir da transcri¢do do gene de miRNA pela RNA polimerase II, no nucleo celular, ocorre
a formagcd@o do miRNA primadrio, que € clivado pela Drosha, formando o miRNA precursor
(pré-miRNA). Este pré-miRNA é exportado para o citoplasma por exportina 5 e o cofator
Ran-GTP, onde € clivado pela Dicer, formando o miRNA duplex de aproximadamente 22
nucletideos de comprimento. O miRNA maduro € incorporado no RISC e, com base na
sequéncia de complementaridade, dirige repressdo traducional ou da sua clivagem do mRNA.

Adaptado (58).

O fato dos miRNAs serem sequéncias pequenas e agirem sem a necessidade de
pareamento completo, faz com que um tnico miRNA pode ligar-se e regular vérios alvos
diferentes de mRNA, do mesmo modo que, virios miRNAs diferentes podem ligar-se
cooperativamente e controlar um unico mRNA alvo. Sabe-se que miRNAs regulam a
expressao de, pelo menos, 1/3 de todos os genes humanos, e também sdo conhecidos por
desempenhar um papel importante em varios processos biologicos, como a de reguladores
celulares na diferenciacdo, proliferacdo e apoptose, na patogénese de doengas humanas,
incluindo o céancer (38,50,56).

A importancia dos miRNAs na regulacdo da diferenciacdo e fungdo das células

imunoldgicas destaca-se pela ocorréncia de mudancas fenotipicas quando a expressao do
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miRNA ¢ alterada (59). O primeiro indicio em que miRNAs estdo envolvidos com o sistema
imunolégico surgiu através de estudos que mostram o envolvimento de miR-223, miR-155 e
miR-146a na diferenciacdo de células mieloides (60). A partir disso, tornou-se evidente que o
miR-146a desempenha um papel chave como modulador da resposta imune inata e adaptativa
(60,61). A sua desregulacdo foi relatada em doencas autoimunes como: artrite reumatoide,
lipus eritematoso sist€émico (LES) e sindrome de Sjogren (62) e também associada com
canceres (63), atuando como um fator anti-apoptético, onde possui FADD e FAS como alvos
(60,64).

Expressoes aberrantes de miRNAs ocasionam mudancas na expressao de diversas
proteinas, levando a alteracdo de vias de sinaliza¢do, influenciando ao desenvolvimento do
cancer (65,66,67). O interesse em estudar miR-21 aumentou devido ao seu papel no cancer e
doencas cardiovasculares (68). Este miRNA foi primeiramente identificado como um fator
anti-apoptético em glioblastoma (69), possuindo uma relacdo com o desenvolvimento
tumoral, onde sua expressio aumentada na maioria dos canceres, estd associada com a
diminui¢do da sobrevivéncia dos pacientes (70). Sua hiperexpressdo também foi vista em
diferentes tipos de linfoma, incluindo linfoma de Hodgkin e nao-Hodgkin (67). Como
revisado por Buscaglia e Li (2011) o miR-21 estd fortemente envolvido na apoptose, com
alvos ligados a ambas vias apoptéticas (intrinseca e extrinseca) (66). Sendo um de seus alvos
o FASLG (71,72).

Tomados em conjunto, os conhecimentos sobre a interacdo dos miRNAs com
diferentes vias de sinalizacdo celular evidenciam que eles possuem uma fungdo crucial nas
vias da regulacdo pds-transcricional de genes que codificam proteinas. O miR-146a e miR-21
sdo capazes de suprimir a expressao de um grande nimero de genes relacionados com a via de
sinalizacdo extrinseca da apoptose e possui como seus alvos FAS e FASLG, respectivamente,

proteinas responséveis pela via extrinseca da apoptose.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a expressio de miRNAs na sindrome

linfoproliferativa autoimune associada a mutagdo do gene FAS.
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2.2 Especifico

Investigar a expressio dos microRNAs miR-146a e miR-21 e suas fitas
passageiras, em dois pacientes, made e filho, ambos portadores da mesma mutacdo em FAS,

associada com a sindrome linfoproliferativa autoimune.

3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP (CEP #1176/2011).

3.1 Sujeitos

Foram avaliados um filho e sua mae, brasileiros, acompanhados no Ambulatério
de Imunodeficiéncias Primdrias do Hospital das Clinicas da Unicamp. Ambos participantes
sdo portadores de mutacdo no gene FAS, sendo uma substituicdo heterozigota no sitio de
splicing do intron 4 (IVS4 +1G>A) (73), porém apenas o filho manifestou os sinais e
sintomas da doenga ALPS-FAS. No momento da coleta de sangue, o filho e sua mae tinham,
respectivamente, 23 e 52 anos de idade. O filho apresentava histéria de linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia, anemia hemolitica, hipergamaglobulinemia, osteoporose e
glomerulonefrite. Apés a terapia com corticoide o filho teve um resultado positivo mostrando
uma melhora na esplenomegalia, anemia e nos altos niveis de IgG e IgA. Ele estava sem o uso
de medicacdo por trés anos e dez meses, quando sua amostra de sangue foi coletada para
realizar a dosagem da expressio de miRNAs. J4 a mae somente apresentava infeccdo
recorrente por herpes genital e leucopenia, mas sem terapia imunossupressora.

Os controles foram representados por 11 individuos sauddveis, pareados por

género e idade.
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3.2 Extraciao de RNA total

A extracdo de RNA foi realizada a partir de seis ml de sangue periférico
anticoagulado com EDTA utilizando-se de kit de extracdo comercial Ambion miRvana PARIS
(Life Technologies).

Células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) foram isoladas através de
centrifugacdo com gradiente de densidade (Ficoll-Paque densidade 1.077+0,01g/ml
Amersham Biosciences, EUA), por 20 minutos a 576g, com posterior lavagem em salina por
10 minutos a 384g. A concentracio de células foi ajustada para 1 x 10° células/mL em 625 pL
de tampao de ruptura celular.

Para extrair o miRNA colocou-se as CMSP em um tubo cOnico, adicionou-se 625
pL de tampao de ruptura celular (cell disruption buffer) e agitou-se a amostra com auxilio do
vortex para a lise celular completa. Foi acrescentado o mesmo volume de 2x solucdo de
desnaturacdo (2x Denaturing Solution) e, em seguida, a amostra foi agitada manualmente e
incubada em gelo durante 5 minutos. O fenol cloroférmio foi adicionado no volume final da
amostra, e, em seguida, o tubo levado ao voértex por 60 segundos. A amostra foi centrifugada
a 10.000g durante 5 minutos. Este passo da extra¢do pode ser repetido, caso nao fique visivel
a dupla fase (fase proteica e fase aquosa). A fase aquosa foi recolhida, colocada em outro tubo
conico limpo e medido o volume final. Etanol 100% em temperatura ambiente no volume de
1,25 vezes a fase aquosa foi adicionado ao tubo, € a solu¢do foi homogeneizada com o vortex.
Em seguida, essa solugdo foi aplicada sobre uma coluna de micro-filtro e centrifugada a
16.000g por 30 segundos, e o eluato foi descartado. Este processo de micro-filtracao foi
repetido com todo o volume da solug@o. A coluna foi lavada com 700 pL da solucdo de
lavagem 1 (wash solution 1) e duas vezes com 700 pL da solugdo de lavagem 2/3 (wash
solution 2/3). Em seguida o RNA retido na coluna foi eluido com 30 pL de uma solucdo de
eluicdo (elution solution) pré-aquecida a 95°C, deixando-a por 30 segundos e, a seguir o RNA
foi recuperado por centrifugacdo. Essa elui¢do foi repetida uma vez usando 20 pL da solugdo

de eluicdo. O volume final de RNA eluido foi de 50 pL.
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3.3 Quantificacio, pureza e integridade do RNA

As amostras de RNA foram quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop)
onde as leituras da D260 e Do280 foram obtidas e avaliadas quanto a pureza através da razao
D0260/280 (NanoDrop ND1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). A integridade
do RNA (RIN) foi avaliada por eletroforese utilizando-se o equipamento Bioanalyzer 2100

Expert (B.02.08.S1648) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Integridade, quantificaciao e pureza do RNA

Amostras RIN RNA
Espectofotometria
concentracio R260/280

ng/pl

Co1 6.70 5233 2.00

C02 9.10 1478.9 2.01

Co03 9.80 1041.7 1.96

Co4 9.10 404.7 2.08

Co05 8.80 422.2 2.11

Co06 9.20 377.6 2.11

Cco7 8.50 745.7 2.10

Co8 8.10 434.6 2.06

C09 8.70 549.9 2.06

Co10 8.70 555.3 1.97

Co11 8.40 1096.4 2.04

Mae 9.50 205.1 2.13

Filho 8.10 241.9 1.98

CO01-5, controles femininos sauddveis pareados com a mae; C06-11, controles masculinos

sauddveis pareados com o filho; RIN, nimero de integridade do RNA.

3.4 Reacao da transcriptase reversa (RT-PCR)

Na reacdo de RT foi utilizado o kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Life Technologies), seguindo-se as instru¢des do fabricante. A 1,5 pLL
de tampado 10X, 0,15 pL de mix de dNTP (100mM), 0,19 pL de inibidor de RNases (20
U/uL) e 1 puL de transcriptase reversa Multiscribe (50 U/uL), 4,16 uL. de 4gua DEPC (dietil-
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pirocarbonato) esterilizada e filtrada foi adicionado 1 ug de RNA e 3 pL de primer especifico
para cada miRNAs alvos (miR-146a, miR-21) e para os snoRNA de referéncia (RNU24, U18
e U47). Os RT primers especificos para cada miRNA foram fornecidos no kit TagMan
MicroRNA Assay (Applied Biosystems-Life Technologies) (Tabela 3.2). As reagdes foram
realizadas no gelo, submetidas a 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos e a 85°C por 5

minutos (inativacdo da transcriptase), em termociclador (Mastercycler - Eppendorf).

Tabela 3.2 Lista dos microRNAs estudados.

Nome Nimero de acesso no Assay Funcao Acesso no
miRBase ID NCBI
hsa-miR-146a-5p MIMATO0000449 000468  Alvo NR_029701
hsa-miR-146a-3p MIMATO0004608 002163  Alvo NA*
hsa-miR-21-5p MIMATO0000076 000397  Alvo NR_029493
hsa-miR-21-3p MIMAT0004494 002438  Alvo NA*
RNU24 NA* 001001  Referéncia NR_002447
U18 NA* 001204  Referéncia AB061820!
U47 NA* 001223  Referéncia NR_002746

* Sem ndmero no miRBase ou de acesso ao NCBI; ! nimero de acesso por DNA.

3.5 PCR quantitativo (qPCR)

A expressao dos miRNAs foi quantificada utilizando-se o kit TagMan MicroRNA
Assay (Applied Biosystems, Life Technologies), de acordo com as recomendacdes do
fabricante e a andlise dos resultados pelo Software ABI Prism 7500 Sequence Detection
System (Life Technologies).

Cada cDNA (DNA complementar) gerado foi amplificado utilizando-se primers
especificos para o miRNA (Tabela 3.2). Adicionou-se 10 pL. de TagMan Universal PCR
Master Mix II, 1 pL de cada Tagman MicroRNA Assay, 7,67 pL de dgua livre de Nuclease e
1,33 uLL de cDNA, resultando em um volume total de 20 ul. As amostras foram distribuidas
em placa de 96 pocos, em triplicatas, incubadas 10 minutos a 95°C e, na sequéncia, 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C e de um minuto a 60°C no equipamento ABI 7500 Real-Time PCR
(Life Technologies). Foram excluidas da andlise as amostras que alcancaram medidas com

uma diferenca superior a 0,5 nos valores de Ct (do inglés Cycle Threshold).
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3.6 Analises estatisticas

Para andlise de correlagdo da expressdo dos miRNAs do filho e mae com a
expressdo de controles sauddveis, foi empregado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon
(Wilcoxon matched-pairs signed rank test), com intervalo de confianca de 95%, utilizando-se
o programa GraphPad Prism 5 versdo 5.03 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
California USA, www.graphpad.com).

4 RESULTADOS

4.1 Analise da expressao de miRNAs

Os resultados obtidos por qPCR da expressdao dos miR-146a, miR-146a-3p, miR-
21 e miR-21-3p mostraram que o miR-21-3p foi significativamente hiperexpresso para o filho
(P=0,0313), enquanto que a expressdo de miR-146a, 146a-miR-3p e miR-21 ndo
apresentaram mudanca significativa (Figura 4.1). Com relacdo a mae, ndo houve alteracao
relevante na expressdo dos quatro miRNAs analisados. No entanto, para o par miR-146a
encontramos um valor de P préximo de ser significativo (P=0,06) (Figura 4.1). Foram
excluidas da andlise 12 amostras que alcancaram medidas com uma diferenca superior a 0,5

nos valores de Ct.



miR-146a
1.5,
1]
=
©
T 1.0
4
(o]
1]
2]
(7]
9 0.5
o
g
w 1
0.0
Controles Mée
P = 0.065
miR-146a-3p
1.5,
©
2
®
T 1.0
¥
&
(2]
7]
9 0.5
o
>
3 —
0.0
Controles Mae
P = 0.065
miR-21
2.04
2
= 1.5
©
o
1.0
(2]
7]
o
0.5
w
0.0
Controles Mae
P =0.8125
miR-21-3p
1.59
W
2
®
1.0
14
(o]
1]
[}
(7]
9 0.5
[« %
<
w
0.0
Controles Mae
P =0.0625

30

miR-146a
2.04
©
2
= 1.51
5 T
[+4
2 1.0
[2]
]
o
0.5
w
0.0 -
Controles Filho
P =1.000
miR-146a-3p
1.5
g 1
©
@ 1.04
24
Q
13 J_
7]
9 0.5
Q
>
w
0.0
Controles Filho
P =0.6875
miR-21
61
2
E —‘7
O 4
(1'd
]
g
)]
(7]
(] |
o
>
w
Controles Filho
P =0.6875
miR-21-3p
*
5
(4]
2 4
© T
@
x 3
(o]
P
@ 2
o
i 1 =
0 . —
Controles Filho

P =0.0313



31

Figura 4.1 Expressao relativa dos miRNAs.

Mae e filho sdo portadores da mesma mutagdo no gene de FAS, a qual estd associada com
ALPS-FAS. Ambos estavam sem manifestacdes clinicas e sem medicacdo no momento da
coleta. Os controles foram pareados por idade e sexo com mae e filho, e representam a
expressdo de cinco e seis individuos, respectivamente. Cada individuo controle teve sua
expressao miRNA calibrada para 1.0. Quando a mae foi comparada com controles saudéveis,
nio se observou mudancgas significativas na expressao dos miRNAs analisados. Ja o filho
mostrou uma regulacdo positiva significativa somente para o miR-21-3p, quando comparado
aos controles sauddveis. As amostras foram analisadas pelo teste de Wilcoxon (Wilcoxon

matched-pairs signed rank test).

5 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo de miRNA em ALPS. N6s exploramos a expressao de
dois miRNAs: o miR-21 e o miR-146a e suas fitas passageiras (miR-21-3p e miR-146a-3p),
em mae e filho portadores da mesma mutacdo em FAS, mas apenas o filho manifestou os
critérios primérios e secunddrios para o diagndstico definitivo de ALPS-FAS.

Recentemente, mostrou-se que a expressdo forcada do miR-146a em
camundongos se assemelhava a ALPS em humanos (64), possuindo também papel de
regulacdo na inibicdo do gene FAS. Visto isso, a hipotese do nosso estudo foi que a perda
funcional de FAS ndo afetaria a expressdo do miR-146a ou que este miRNA teria sua
expressdo reduzida como uma resposta fisio-molecular para estimular a transcricdo e a
traducdo de FAS. De fato, nds encontramos ambas as situagdes: a expressao do miR-146a esta
normal para o filho e levemente reduzida para a mae (P=0,06; Figura 4.1).

O gene que codifica o miR-146a é dependente do fator de transcri¢do NF-kappaB.
Este miRNA desencadeia um papel importante na resposta da imunidade inata contra
infeccdes microbianas e intervém em mediadores pré inflamatérios (61). Atuando como
regulador negativo da inflamacdo, este miRNA possui como alvo os genes TRAF6 (do inglés
TNF receptor-associated factor 6, E3 ubiquitin protein ligase) e IRAK! (do inglés interleukin-
1 receptor-associated kinase 1), resultando na hipoexpressao dos mesmos. Ambos 0s genes
estdo envolvidos na transdugdo de sinais da via dos receptores Toll-like (TLR) (61). A

desregulacdo do miR-146a foi relatada em doencas autoimunes como artrite reumatoide,
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sindrome de Sjogren’s e Lupus eritematoso sistémico (62). De acordo com a revisdo realizada
por Xu e colaboradores (2012), o miR-146a € hiperexpresso no tecido sinovial de pacientes
com artrite reumatoide, reduzindo a expressao de IRAKI e TRAF6. Os autores também
reviram a hiperexpressao do miR-146a em pacientes com sindrome de Sjogren’s e a
hipoexpressdao no Lupus eritematoso sistémico, que contribui para alteracdes na via do
interferon tipo I, uma via crucial para a predisposi¢ao do LES (62). Este miRNA também esta
associado com canceres, existindo evidéncias consistente que o miR-146a pode atuar como
um supressor do tumor, e sua desregulacdo foi descrita em diferentes tipos de tumores (63).

No centro germinativo de linfonodos em camundongos, a expressdo for¢ada do
miR-146a levou a hipoexpressdo de Fas nas células B, resultando no desenvolvimento de
ALPS (64). Curiosamente, a expressao do miR-146a para o filho com ALPS foi normal, e
levemente reduzida para a mae (P=0,06, Figura 4.1). Investiga¢Oes futuras irdo esclarecer se o
miR-146a tem um papel em ALPS, e novos experimentos incluindo mais individuos controles
sauddveis poderiam revelar alteragcdes significantes na expressdo do miRNA, particularmente
para a mae.

Como fatores anti-apoptoticos, 0 miR-146a e o miR-21 sdo capazes de suprimir a
expressao de um elevado nimero de genes relacionados com a apoptose (60,64,66,72). FAS e
FASLG sao, respectivamente, alvos do miR-146a e miR-21. A expressdo forcada do miR-
146a € responsdvel pela baixa expressao de FAS, através da ligacdo do miRNA com a regiao
3’UTR deste gene (64). Enquanto que a regido semente do miR-21 liga-se a regido 3’UTR do
FASLG, inibindo sua expressdo (71,72,74). O eixo FASLG/miR-21 pode ter um papel
importante mecanismo molecular na patofisiologia de ALPS, visto que os pacientes
geralmente possuem uma desregulacdo dos niveis de mRNA e da proteina de FASLG (75,76).

O papel do miR-21 em vérios tipos de canceres esta bem descrito (70). Pacientes
com ALPS estdo propensos a desenvolver linfomas devido ao defeito de apoptose (34). Foi
observado que a hiperexpressao do miR-21 foi capaz de reduzir os niveis de proteina FASLG,
em neurdnios de ratos, sem efeitos significantes sobre 0o mRNA de Faslg (71). Um resultado
similar foi descrito por Shang e colaboradores (2015) em células tronco do cancer de
glioblastoma, em humanos (72). Os autores concluiram que o miR-21 regula negativamente a
expressao do FASLG endégeno (71,72).

Em contraste, nosso resultado ndo mostrou mudanga significativa na expressao do
miR-21 para o filho e para a mae, por outro lado, a expressio do miR-21-3p foi
significativamente hiperexpressa somente para o filho (P=0.0313; Figura 4.1), que possui

manifestacdes clinicas mais graves em comparacdo a mae. Nosso grupo de pesquisa ja
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descreveu que FASLG € hipoexpresso em CMSPs do filho (76), enfatizando a alteracdo no
eixo FASLG/miR-21 onde a substituicdo do miR-21, por sua fita passageira miR-21-3p pode
ser considerada. A regido 3’UTR de FASLG é um alvo do miR-21 e também um previsto alvo
do miR-21-3p (77). Pink e colaboradores (2015) observaram que o miR-21-3p regula
negativamente o gene supressor de tumor NAV3 (Neuron Navigator 3), que € associado com
piores prognodsticos em canceres (52). Visto essa relacdo entre o miR-21-3p e gene supressor
de tumor nds sugerimos que a regulacdo negativa do gene FASLG pode estar relacionada a
hiperexpressao do miR-21-3p.

Outra questao que surge € se o tratamento com corticosteroides realizado no filho
poderia ter interferido na expressdao dos miRNAs. Lu e colaboradores (2012) compararam a
expressdo epitelial esofagica de varios miRNAs, incluindo miR-146a e miR-21, em sete
bidpsias pareadas de pacientes com esofagite eosinofilica (EoE), pré e pds tratamento com
glicocorticosteroide, sem nenhum tratamento € com dez controles normais. A expressao
elevada dos miR-21 e miR-146a foi detectada nos controles normais € no grupo EoE pos-
tratamento (78). No nosso paciente, a terapia com corticoide melhorou muito a sua condicao
clinica, mas ndo acreditamos que esteja relacionada com o aumento de miR-21-3p, uma vez

que a mutacdo FAS é germinativa e, portanto, estd mantida dentro do sistema.

6 CONCLUSAO

A hiperexpressao do miR-21-3p deve ser investigada como um alvo de
diagnéstico e terapia para ALPS-FAS, incluindo o desenvolvimento de linfoma.

A hipoexpressao do par de miR-146a observada para a made e a expressao normal
deste par para o filho pode estar relacionada com as manifestacdes clinicas.

Os resultados obtidos ndo podem ser extrapolados para todos os portadores de
ALPS-FAS. Hoje sabemos que a intensidade das manifestagdes clinicas pode estar associada
a regido da mutacdo em FAS, como mencionado por Hsu e colaboradores (2012). O préximo
passo dessa investigacdo € estender a avaliacio dos miRNAs para todos os membros da

familia do propdsito com a mesma mutacao.
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8 ANEXOS

8.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Adultos

Eu, , de anos, com registro
hospitalar (HC) de n° , com Registro de Nascimento (RG) n°
, € residente na Rua , permito por livre e

espontanea vontade a minha participagdo na pesquisa intitulada “Imunodeficiéncia Priméria e
Sindrome Linfoproliferativa: Avaliagdo Diagndstica”, promovida pelo Centro de Investigagdo em
Pediatria, da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp, sob responsabilidade da aluna
Beatriz Mariana Abramczuk e coordenacdo da Prof* Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela.

A pesquisa tem como objetivo fazer o diagndstico por identificacdo de mutacdo no DNA
dos pacientes com Sindrome Linfoproliferativa Autoimune (ALPS) e estudar os efeitos dessa
doenca sobre o sistema de defesa do organismo. Para isso, aproximadamente 15mL de sangue
serdo coletados de veia periférica, por profissional preparado e com agulha e seringa descartaveis.
A coleta de sangue causa ansiedade e desconforto no local da picada da agulha, mas ndo traz
riscos para o paciente. Apds a realizacdo dos exames, as amostras que sobrarem serao
descartadas. Faremos também uma reavaliacio do material das bidpsias que o paciente tenha
realizado.

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propdsitos e procedimentos que serdo
realizados, tais como:

a) entrevista de acolhimento;
b) coleta de sangue de veia com seringa descartdvel por uma enfermeira.

Compreendo que minha participagdo € voluntdria e que posso sair a qualquer momento
do estudo, sem prejudicar ou influenciar os resultados. Nao existem danos imediatos ou futuros
previsiveis decorrentes da pesquisa, e, portanto a mesma ndo inclui a possibilidade de
indenizagdo. Estou ciente de que ndo receberei remuneragdo em troca da minha participacao na
pesquisa e que todas as informacgdes ndo serdao identificadas por nome, para garantir o absoluto

sigilo. O pesquisador me garantiu que receberei esclarecimento a qualquer divida em relagdo aos
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N

assuntos relacionados a pesquisa, seja antes, durante ou apds a realizacdo da pesquisa. Fui

informado de que receberei uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

De acordo,

Participante:
Beatriz Mariana Abramczuk (telefone 19 3521-8989):
Prof* Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela (telefone 19 3521-8963):

Campinas, de de

Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas - UNICAMP: 19-3521-
8936
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(% www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 17/02/12
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 1176/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 1074.0.146.000-11

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IMUNODEFICIENCIA PRIMARIA E SINDROME
LINFOPROLIFERATIVA: AVALIAC;\O DIAGNOSTICA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Beatriz Mariana Abramczuk

INSTITUICAO: Centro de Investigagdo em Pediatria/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/11/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 17/02/13 (O formulario encontra-se no sife acima).

I1 - OBJETIVOS.

Realizar o diagnostico de Imunodeficiéncia Priméria, especialmente de ALPS, avaliar a
regulagdo da resposta imune e realizar analise morfoldgica, imunoistoquimica e de hibridizagdo in
situ dos tecidos linfoides em pacientes com condigdes ndo usuais de sindrome linfoproliferativa.

111 - SUMARIO.

A apoptose ou morte celular geneticamente programada é o mecanismo responsavel pelo
controle do nimero de células e eliminagdo de células senescentes, danificadas ou desnecessarias,
sem provocar inflamagdo. O processo tem grande relevancia da regulagdo da resposta imune. A
primeira doenga humana com etiologia atribuida a defeito primario em apoptose foi a Sindrome
Linfoproliferativa Autoimune (ALPS), causada principalmente por mutagdes heterozigotas no gene
TNFRSF6, que codifica para Faz (ALPS tipo 1). A doenga é caracterizada tipicamente pela
inflitragdo massiva de células com receptores TCR a/B+ e negativas para os marcadores CD4 e CD8
(células T duplo-negativas) nos 6rgaos linfoides, causando expansdo deles. Autoimunidade também
aparece como manifestagdo freqiiente em individuos com ALPS, afetando principalmente plaquetas,
eritrocitos e leucécitos-Alguns estudos sugerem que tais manifestagdes estdo associadas a uma maior
produgio de interleucina 10 (IL-10) pelas células T duplo-negativas, a qual juntamente com fasL
soltvel e vitamina B12, aparece em niveis elevados nesses pacientes. O objetivo deste estudo ¢
realizar o diagnostico de Imunodeficiéncia Primaria, especialmente de ALPS, avaliar a regulagdo da
resposta imune e realizar anélise morfolégica, imunoistoquimica e de hibridizagdo in situ dos tecidos
linfoides em pacientes com condigdes ndo usuais de sindrome linfoproliferativa.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.
Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo

com a Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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SUMMARY

Most cases of autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) have an inherited genetic
defect involving apoptosis-related genes of the FAS pathway. MicroRNAs (miRNAs) are a
class of small non-coding regulatory RNAs playing a role in the control of gene expression.
This is the first report on miRNAs in ALPS patients. The aim was to analyze the expression
of miR-21 and miR-146a, including their respective passenger strands, in mother and son
carrying the same FAS mutation, but only the son manifested the signs and symptoms of
ALPS-FAS disease. The relative expression of the two pairs of miRNA was evaluated by
reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR) in peripheral blood mononucleated cells
from both patients and healthy control subjects. We observed that miR-21-3p was
significantly overexpressed for the son (P=0.0313) with no significant change in the
expression of miR-146a, miR-146a-3p and miR-21. For the mother we found a slight
downregulation of miR-146a (P=0.06). Since only the son had the major clinical
manifestations of ALPS, miR-21-3p should be investigated as playing a critical role in ALPS
physiopathology, including the development of lymphoma.

INTRODUCTION

Autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) is an autosomal dominant (AD)
or autosomal recessive (AR) inheritance disorder of lymphocyte apoptosis. Several genes are
associated with this condition, particularly apoptosis related genes. ALPS is characterized by
a polyclonal accumulation of lymphocytes in the spleen and lymphnodes, autoimmunity and
expansion of CD3*TCRaf"CD4 CDS8" lymphocytes, referred to as the double negative T cells
(DNTs) [1, 2].

The primary required criteria for ALPS-FAS diagnosis include chronic
lymphadenopathy or splenomegaly and elevated DNTs which accumulates with either
somatic or germ-line pathogenic FAS (TNFRSF6/APO1/CD95) mutations. Elevated plasma
levels of sFASL, IL-10 and vitamin B12, paracortical T cell hyperplasia, autoimmune
cytopenias, hypergammaglobulinemia, lymphoproliferation with or without autoimmunity are
considered as secondary criteria for diagnosis [2].

MicroRNAs (miRNAs) belong to a class of small endogenous noncoding RNAs with
~22nt that repress mRNA of protein-coding translation by base pairing of the target genes [3].

It has been shown that miRNAs regulate the expression of at least one third of all human
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genes [4], and bioinformatics analyses estimate that over 60% of human protein-coding genes
maintain pairing to miRNAs with regulatory roles in cell proliferation, differentiation,
apoptosis, pathogenesis of many human diseases and tumorigenesis [5-10]. The loss or
dysregulation of certain individual miRNAs can have serious physiological consequences [11-
12].

Recently, Guo et al. showed that forced miR-146a expression causes ALPS in mice
via downregulation of Fas in germinal center B cells [13]. MicroRNA-146a is a key factor
modulating the innate and adaptive response [14] and also acting as an anti-apoptotic factor,
with FADD being one of its targets [15]. Its dysregulation has been reported in rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus and Sjogren’s syndrome [6]. Likewise, miR-21 is
strongly involved in apoptosis inhibition, with targets belonging to both its intrinsic and
extrinsic pathways [16]. FASLG was shown to be a miR-21 target in FASLG-mediated
apoptosis tumorigenesis cell lines [8, 16]. The axis FASLG/miR-21 may represent an
important molecular mechanism in ALPS pathophysiology, since patients usually have a
dysregulation of FASLG mRNA and protein levels [17, 18]. Moreover, growing evidence
from recent studies has shown the involvement of miR-21 in several cancers [19]. Its
upregulation, particularly in cancerous tissue, is effectively predictive of worse prognosis in
multiple carcinomas [20].

Patients with FAS mutation frequently have cytopenia as autoimmune manifestations
and Hodgkin and non-Hodgkin lymphoma, whose prevalences are 149 and 61 times higher,
respectively [2]. The aim was to evaluate the expression of miR-21 and miR-146a, including
their passenger strands, miR-21-3p and miR-146a-3p, in mother and son who carried the same
FAS mutation, but with only the son manifesting ALPS-FAS disease, in comparison to

healthy control subjects.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Research Ethics Committee of the University of
Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brazil (CEP #1176/2011).

Subjects

The patients mother and son have already been described in a previous study [21].

They have a FAS mutation with a heterozygous substitution in the splice donor site of intron 4
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(IVS4 +1G>A). At blood collection, they were, respectively, 23 and 52 years old. The son’s
clinical history includes organomegaly (lymphadenopathy and hepatosplenomegaly),
hemolytic anemia, hypergammaglobulinemia, osteoporosis and glomerulonephritis. His
mother only had recurrent genital herpes infection and leucopenia. Corticosteroid therapy had
a positive outcome for the son: splenomegaly, anemia and the high levels of IgG and IgA
were controlled. He had been off medication for 3 years and 10 months when his samples
were collected. Because of mild clinical manifestations, immunosuppressive therapy was

unnecessary for the mother.

RNA extraction and reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR)

Six mL of EDTA-anticoagulated whole blood were collected from all subjects for
peripheral blood mononucleated cell (PBMC) isolation by density gradient centrifugation
(Ficoll-Hypaque, Amersham Biosciences, USA). Saline-washed cell samples were diluted to
approximately 1 x 10° cells/mL in 625 uL of cell disruption buffer (reagent included in the
kit) before extractions. Total RNA was extracted using the mirVana™ PARIS™ RNA and
Native Protein Purification Kit (Catalog number: AM1556, Life Technologies, Carlsbad,
California, USA) according to the manufacturer’s instructions. RNA integrity, concentration
and purity of samples are shown in Table 1. The RNA Integrity Number (RIN) was generated
by Bioanalyzer 2100 Expert (B.02.08.S1648) (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
USA). RNA quantification and purity were assessed by spectrophotometry (NanoDrop
ND1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

One pg of total RNA of each sample was reverse transcribed into complementary
DNA (cDNA) using the TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Catalog number:
4366596, Life Technologies, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Each TagMan® MicroRNA Assay (Life Technologies, Carlsbad, California,
USA) (Table 2) provided a specific RT primer for cDNA synthesis, which later was used for
the expression of each miRNA target. Sterilized and filtered DEPC-treated water was used in

all cDNA synthesis reactions.
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Quantitative PCR (qPCR)

MicroRNA expressions were assessed by an ABI PRISM 7500 Sequence Detection
System (Life Technologies, Carlsbad, California, USA). Reactions were performed according
to the manufacturer's recommendations. Each qPCR was run as triplicates in a total volume of
20 pL: 1.33 pL of the ¢cDNA sample, 10 uL of TagMan® Universal Master Mix II (Life
Technologies, Carlsbad, California, USA), 1.0 pL of the specific TagMan® MicroRNA Assay
(Life Technologies, Carlsbad, California, USA) and 7.67 pL of nuclease-free water. We
excluded from analysis 12 reactions with measurements that had a difference of more than 0.5

CT-values.

RESULTS

The study revealed the expression of miR-146a, miR-146a-3p, miR-21 and miR-21-3p
in PBMCs from the two ALPS-FAS patients and healthy controls based on three small
nucleolar RNAs (snoRNAs) as references: RNU24, U18 and U47 (Figure 1). Our results
showed that miR-21-3p was significantly overexpressed for the son (P=0.0313), while the
expression of miR-146a, miR-146a-3p and miR-21 had no significant change. Moreover,
there was no significant change in the expression of the four miRNAs analyzed for the
mother. However, for the miR146a pair we found a P value close to significant for her

(P=0.06).
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Figure 1. Mother and son have the same mutation in the FAS gene, which is associated with

ALPS-FAS. Neither of them had clinical manifestations nor was taking medications at the
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time of collection. Controls were matched by age and sex with mother and son, and represent
the expression of five and six subjects, respectively. Each control individual had their miRNA
expression calibrated to 1.0. When the mother was compared to healthy controls, no miRNAs
analyzed had significant change in their expression. The son only showed a meaningful
upregulation of miR-21-3p when he was compared to healthy controls. Samples were

analyzed using the Wilcoxon test (Wilcoxon matched-pairs signed rank test).

DISCUSSION

This is the first report on miRNA in ALPS. We explored the expression of two
miRNAs: miR-21 and miR-146a, including their passenger strands (miR-21-3p and miR-
146a-3p), in mother and son carrying the same FAS mutation, but only the son manifested the
primary and secondary criteria for definitive diagnosis of ALPS-FAS. During miRNA
biogenesis, the pre-miRNA hairpin generates a double-stranded miRNA (miRNA duplex),
which is made up of a guide strand (also called miRNA or miRNA-5p) and a passenger strand
(called miRNA-3p and previously known as miRNA*) that is often considered to be degraded
and therefore non-functional. However, several studies have shown that a passenger strand
miRNA can act as a mature miRNA [22-24]. Recently, it was shown that the forced
overexpression of miR-146a in mice mimicked human ALPS [13], which also supports the
regulatory role of this miRNA on FAS inhibition. We hypothesized that the lack of functional
FAS would not affect the miR-146a expression or would downregulate it as a physio-
molecular response to stimulate FAS transcription and translation. Indeed, we found both
situations: miR-146a expression was normal in the son and slightly downregulated (P=0.06)
in the mother (Figure 1). On the other hand, miR-21-3p expression was significantly
upregulated only in the son (P=0.0313, Figure 1), who had a more severe clinical
manifestation in comparison to his mother.

The vast majority of ALPS patients have mutations in apoptosis-related genes of the
FAS pathway, including FAS, FASLG and CASP10 [25]. FAS, which is a death receptor, has
an important function in the extrinsic apoptotic pathway, with FASLG being its ligand. The
adapter molecule FADD recruits CASP8 to the activated receptor. The resulting death-
inducing signaling complex (DISC) performs CASP8 proteolytic activation which initiates the
subsequent cascade of caspases mediating apoptosis. FAS-mediated apoptosis may have a
role in the induction of peripheral tolerance and in the antigen-stimulated suicide of mature T-

cells [26]. As anti-apoptotic factors, miR-21 and miR-146a are able to suppress the expression
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of a large number of apoptosis-related genes [8, 13, 15, 16]. FAS and FASLG are,
respectively, targets of miR-146a and miR-21. The miR-21 seed sequence binds to the 3'UTR
of FASLG, inhibiting its expression [7, 8, 27] while miR-146a forced expression was shown
to downregulate Fas, also targeting its 3' UTR [13].

MicroRNA-146a, whose encoding gene is NF-kappaB-dependent, plays an important
role in the innate immune response to microbial infection and targets proinflammatory
mediators [28]. Acting as a negative regulator of inflammation, it downregulates TRAF6
(TNF receptor-associated factor 6, E3 ubiquitin protein ligase) and IRAKI (interleukin-1
receptor-associated kinase 1), both involved in the Toll-like receptor (TLR) pathway [28].
According to the revision of Xu et al., miR-146 is markedly upregulated in the synovial tissue
from rheumatoid arthritis patients, restraining the expression of /RAKI and TRAF6. The
authors also review the overexpression of miR-146a in Sjogren’s syndrome patients and its
underexpression in systemic lupus erythematosus, contributing to alterations in the type I
interferon pathway, crucial for systemic lupus erythematosus predisposition [6]. Also, miR-
146a may act as a tumor suppressor, and its dysregulation has been found in many types of
cancer [9].

In the germinal center of mice, forced miR-146a upregulation led to B cell Fas
downregulation, resulting in the development of ALPS [13]. Interestingly, miR-146a
expression was normal in our “classical” ALPS patient, and slightly downregulated in his
mother (P=0.06, Figure 1). Further investigations will clarify whether miR-146a has a role in
ALPS. New experiments including more health control individuals could reveal significant
alterations in its expression, particularly in the mother.

The role of miR-21 in several types of cancers is well documented [19]. Due to the
apoptotic defect, ALPS patients are prone to develop lymphoma [2]. In rat neurons, the
overexpression of miR-21 was able to knock down the FASLG protein, without a significant
effect on Faslg mRNA [7]. A similar result was reported by Shang et al. in human
glioblastoma cancer stem cells [8]. The authors concluded that miR-21 negatively regulates
endogenous FASLG expression [7, 8].

In contrast, our data show no significant change in miR-21 expression for either son or
mother although we have already reported that FASLG is downregulated in PBMCs from the
son [18]. This again emphasizes a potential disturbance in the FASLG/miR-21 axis where a
replacement of miR-21 by its passenger strand miR-21-3p can be considered. FASLG 3'UTR
is target of miR-21 and also a predicted target of miR-21-3p [29], suggesting that this

downregulation can be related to the miR-21-3p overexpression. It was observed that miR-21-
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3p downregulates NAV3 (Neuron Navigator 3), a tumor suppressor, being associated with a
worse prognosis in tumors [23].

We wonder whether the son’s corticosteroid treatment could have interfered in
miRNA expression. Lu er al. compared the esophageal epithelial expression of several
miRNAs, including miR-146a and miR-21, in seven paired biopsies from eosinophilic
esophagitis (EoE) patients, pre- and post-treatment with glucocorticosteroids, untreated EoE
specimens and ten normal controls. Higher expression of miR-21 and miR-146a were detected
in the normal controls and in the post-treated EoE group [30]. In our understanding, these
findings suggest that the son’s corticosteroid therapy improved his clinical condition but was
not related to the miR-21-3p upregulation, since the FAS mutation is germ-line.

Considering the close relationship among miR-21/miR-21-3p, tumor suppressor genes
and ALPS apoptosis-related mutated genes, a prominent participation of miR-21-3p in ALPS
pathophysiology is conceivable. Also, its overexpression should be investigated as a

diagnostic and therapeutic target for ALPS-FAS, including the development of lymphoma.
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Table 1. RNA integrity, quantification and purity.
Samples RIN RNA

Spectophotometry

ng/pl R260/280
Co1 6.70 5233 2.00
C02 9.10 14789 2.01
Co3 9.80 1041.7 1.96
Co4 9.10 404.7 2.08
Co05 8.80 4222 2.11
C06 9.20 377.6 2.11
Cco7 8.50 745.7 2.10
Co08 8.10 434.6 2.06
C09 8.70 5499 2.06
Co10 870 5553 1.97
Co11 8.40 10964  2.04
Mother 9.50 205.1 2.13
Son 8.10 2419 1.98

CO01-CO05, female healthy controls matched with the mother; C0O6-C11, male healthy controls
matched with the son; RIN, RNA integrity number.

Table 2. List of microRNA assays.

Assay Name miRBase Accession Assay Task NCBI
Number ID Accession

hsa-miR-146a-5p MIMAT0000449 000468  Target NR_029701
hsa-miR-146a-3p MIMAT0004608 002163  Target NA*
hsa-miR-21-5p MIMATO0000076 000397  Target NR_029493
hsa-miR-21-3p MIMATO0004494 002438  Target NA*
RNU24 NA* 001001  Reference gene  NR_002447
U18 NA* 001204  Reference gene  AB061820!
U47 NA* 001223  Reference gene  NR_002746

* No number cited on miRBase or NCBI Accession; ' DNA accession number.



