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RESUMO

A imunodeficiéncia comum varidavel (ICV) é caracterizada por infec¢des recorrentes,
hipogamaglobulinemia de IgA e IgG ou IgM e IgG, baixa resposta a antigenos vacinais, nimero normal
ou baixo de linfocitos B, defeitos na produgdo de citocinas e desregulacdao imunoldgica, com maior
risco para doenca autoimune, doenga intersticial pulmonar (ILD) e granulomatosa (GLID),
esplenomegalia e linfadenopatia benigna e maligna.

Nosso objetivo é identificar em uma coorte de 18 pacientes com fenétipo de linfoproliferagao,
autoimunidade e hipogamaglobulinemia, o diagndstico genético molecular através do
Sequenciamento Total do Exoma (STE). Objetivos especificos, nos pacientes com mutacdo no gene
TNFRSF13B, posi¢cdo p.C104R, analisar: os membros da familia; a expressdo da proteina CD267 nos
linfécitos B; as células vidveis e em apoptose; a expressdo génica das vias intrinseca e extrinseca da
apoptose e no plasma, avaliar IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-B. Sujeitos: Apds aprovacdo pelo Comité
de Etica e Pesquisa- UNICAMP, foram selecionados seis individuos de trés familias ndo aparentadas
com linfoproliferagdo, autoimunidade e hipogamaglobulinemia, sob acompanhamento na Divisdo de
Alergia-Imunologia Pediatrica da UNICAMP. DNA genomico do sangue foi extraido para o STE e a
validacdo da variante foi realizada por sequenciamento Sanger. Para analise dos efeitos da variante
TNFRSF13B na expressdao dos genes envolvidos nas vias de sinalizacdo da apoptose, foi realizado
extracdo de RNA para RT-PCR, Array em placa e expressao génica Unica. Para expressao da proteina de
membrana CD267 (TACI) e o ensaio de apoptose foi utilizado a citometria de fluxo e para dosagem no
plasma de IL-2, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10, a técnica de Multiplex. Resultados e discussdo: Pacientes e suas
mades assintomaticas apresentam a variante p.C104R no gene TNFRSF13B, sugerindo ampliar as
investigacGes para entendimento da fisiopatologia da doencga. Em relagdo aos controles, os probandos
apresentaram menor nimero de CD19+CD27+, reducdo da expressdao de CD267+ e maior nimero de
células viaveis, mas sem diferencas estatisticamente significativas. TNFRSF13B codifica a proteina TACI,
com fungdes na sobrevida, apoptose, diferenciacdo dos linfocitos B e por recombinagdo somatica (CSR)
atua na mudanga de IgM para IgA e IgG. O STE mostrou auséncia de variantes entre os genes
investigados das vias de sinalizagdo da apoptose no array. Contudo, o estudo da expressdo génica
revelou hiperexpressdo de genes proapoptdticos BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L, TRADD e NOD2, e de
genes antiapoptdticos BCL2L1, BCL2A1, BIRC3, BIRC5, BIRC6, BIRC8, NAIP e TNFRSF1B como também
hipoexpressdo de genes proapoptoticos APAF1, BCL10, BOK, CARD6, CASP3, CASP4, CASP5, CASPS,
CASP8, FASL, TNFRSF21, DAPK1, DIABLO, NLRP1 e de genes antiapoptoticos BCL2A1, BCL2, BIRC3,
BIRC6, BIRC8, CHUK, RIPK2 e XIAP. Esta desregulacdo predominou entre os genes proapoptdticos da
via intrinseca mitocondrial. O probando com fendtipo mais grave de linfoproliferagdo recidivante
apresentava menor nimero de genes desregulados e aquele com fendtipo leve, maior nimero de
genes desregulados. Especulamos que a desregulacdo na expressdo génica seja um mecanismo
compensatorio positivo do organismo, na tentativa de controlar a doenca. Nossos resultados e os da
literatura sobre os efeitos da variante p.C104R, sugerem que além da sua haploinsuficiéncia e
penetrancia varidvel, ela pode ser deficiente na sinalizagdo da via canonica NF-kB e exacerbar a
sinaliza¢do da via ndo candnica, promovendo autoreatividade e linfoproliferagdo de linfécitos B naive
através da hiperexpressao de genes antiapoptdticos BCL2L1, BCL2A1, BIRC3, BIRC5, BIRC6, BIRC8, NAIP
e TNFRSF1B induzindo o organismo a usar mecanismos compensatoérios na tentativa de alcancar uma
regulacgdo.

Palavras-Chave: TNFRSF13B; TACI; CD267; apoptose; linfoproliferacdo; autoimunidade;
expressividade variavel; penetrancia incompleta; expressdo génica; vias de sinaliza¢gdo da apoptose;
p.C104R.



ABSTRACT

Common variable immunodeficiency (CVI) is characterized by recurrent infections,
hypogammaglobulinemia of IgA and IgG or IgM and IgG, low response to vaccine antigens, normal or
low number of B lymphocytes, defects in cytokine production and immune dysregulation, with
increased risk for autoimmune disease, interstitial lung disease (ILD) and granulomatous disease
(GLID), splenomegaly, and benign and malignant lymphadenopathy. Our objective is to identify, in a
cohort of 18 patients with lymphoproliferation, autoimmunity and hypogammaglobulinemia
phenotype, the molecular genetic diagnosis through Total Exome Sequencing (STE). As specific
objectives, in patients with a mutation in the TNFRSF13B gene, in position p.C104R, to analyze: family
members; the expression of the CD267 protein on B lymphocytes; viable and apoptotic cells; gene
expression of the intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis and in plasma, evaluate IL-2, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10 and TGF-B. Subjects: After approval by the Ethics and Research Committee - UNICAMP, six
individuals from three unrelated families were selected from a cohort of 18 patients with
lymphoproliferation, autoimmunity and hypogammaglobulinemia, under follow-up at the Division of
Pediatric Allergy-Immunology at UNICAMP. Blood genomic DNA was extracted for STE and variant
validation was performed by Sanger sequencing. To analyze the effects of the TNFRSF13B variant on
the expression of genes involved in apoptosis signaling pathways, RNA extraction for RT-PCR, plate
array and single gene expression were performed. For expression of CD267 membrane protein (TACI)
and the apoptosis assay, flow cytometry was used and for plasma dosage of IL-2, IL-5, IL-6, IL-8 and IL-
10, the technique of Multiplex. Results and discussion: Patients and their asymptomatic mothers have
the p.C104R variant in the TNFRSF13B gene, suggesting further investigations to understand the
pathophysiology of the disease. Compared to controls, the probands had a lower number of
CD19+CD27+, reduced expression of CD267+ and a higher number of viable cells, but without
statistically significant differences. TNFRSF13B encodes the TACI protein, with functions in survival,
apoptosis, differentiation of B lymphocytes and by somatic recombination (CSR) it acts in the change
from 1gM to IgA and IgG. STE showed absence of variants among the investigated genes of the
apoptosis signaling pathways in the array. However, the study of gene expression revealed
hyperexpression of proapoptotic genes BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L, TRADD and NODZ2, and
antiapoptotic genes BCL2L1, BCL2A1, BIRC3, BIRC5, BIRC6, BIRC8, NAIP1, TNFRSF1B and
hypoexpression of proapoptotic genes APAF1, BCL10, BOK, CARD6, CASP3, CASP4, CASP5, CASP6,
CASPS8, FASL, TNFRSF21, DAPK1, DIABLO, NLRP1 and anti-apoptotic genes BCL2A1, BCL2, BIRC3, BIRCS,
BIRC8 CHUK, RIPK2 and XIAP. Dysregulation predominated among proapoptotic genes of the intrinsic
mitochondrial pathway. The proband with the most severe phenotype of relapsing
lymphoproliferation had a lower number of dysregulated genes, and the one with a mild phenotype,
a higher number of dysregulated genes. We speculate that the dysregulation in gene expression is a
positive compensatory mechanism of the organism, in an attempt to control the disease. Our results,
and those in the literature on the effects of the p.C104R variant, suggest that, in addition to its
haploinsufficiency and variable penetrance, it may be deficient in NF-kB canonical pathway signaling
and exacerbate non-canonical pathway signaling, promoting lymphocyte autoreactivity and
lymphoproliferation B naive through hyper-expression of anti-apoptotic genes BCL2L1, BCL2A1, BIRC3,
BIRCS5, BIRC6, BIRC8, NAIP and TNFRSF1B inducing the organism to use compensatory mechanisms in
an attempt to achieve regulation.

Keywords: TNFRSF13B; TACI; CD267; apoptosis; lymphoproliferation; autoimmunity; variable
expressiveness; incomplete penetrance; gene expression; apoptosis signaling pathways; p.C104R.
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Paciente 1

Mae do paciente 1

Paciente 2

Mae do paciente 2

Paciente 3

Mae do paciente 3

lodeto de Propidio (Propidium lodide)

Quantificacdo Relativa

REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit

v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A
RELB Proto-Oncogene, NF-KB Subunit

Numero de Integridade do RNA (RNA Integrity Number)
Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 1
Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 2

Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction
Deficiéncia seletiva de IgA (selective IgA Deficiency)
Sirolimus

Sem uso de Sirolimus

Com uso de Sirolimus

Sindromes Mielodisplasicas

Sequenciamento Total de Exoma



TACI*
TBK1*
TLR4*
TLR7*
TLR9*

TNF

TNFR*
TNFRSF1A*
TNFRSF1B*
TNFRSF6B*
TNFRSF10A*
TNFRSF10B*
TNFRSF10C*
TNFRSF10D*
TNFRSF21*

TNFRSF25*

Transmembrane Activator and Calcium modulator and cyclophilin ligand Interactor
TANK Binding Kinase 1

Toll Like Receptor 4

Toll Like Receptor 7

Toll Like Receptor 9

Fator de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor)

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 1A
TNF Receptor Superfamily Member 1B

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 6b
Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 10a
Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 10b
Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 10c
Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 10d
Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 21

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 25

TNFRSF13B (TACI)* Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 13B

TNFRSF13C (BAFFR)*  Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 13C

TNFRSF17 (BCMA)* Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 17

TNFSF10*

Tumor Necrosis Factor superfamily member 10

TNFSF13 (APRIL)* Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily Member 13

TNFSF13B (BAFF)* Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily Member 13B

TP53*
TRADD*
TRAF2*
XIAP*
U.A.

18s*

Tumor Protein P53

TNFRSF1A Associated Via Death Domain
TNF Receptor Associated Factor 2
X-Linked Inhibitor of Apoptosis
Unidades Arbitrérias

Eukaryotic 18S rRNA

* Essa sigla ndo ha acrénimo correspondente na lingua portuguesa
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1. INTRODUCAO

A imunodeficiéncia comum varidvel (ICV) é a imunodeficiéncia primaria sintomatica
mais prevalente em humanos e representa um grupo heterogéneo de doencas ! com fenétipos
infecciosos e ndo infecciosos. A prevaléncia exata da doenca é desconhecida, embora as
estimativas tenham sido feitas entre 1:10.000 e 1:50.000 em caucasianos, e raramente é
descrita em populac¢des asiaticas e africanas® 2.

Foi descrita pela primeira vez em 1953 ¥ 4, mas nos ultimos anos houve avancos
significativos na elucidagdo de alguns dos defeitos genéticos e mecanismos moleculares em ICV
que contribuiram para a compreens3o da imunologia humana .

E caracterizada pela presenca de hipogamaglobulinemia de pelo menos dois isotipos de
imunoglobulina 1, e pela baixa ou auséncia de producdo de anticorpos especificos apds a
vacina¢do ou exposi¢cdo a antigenos . Além disso, pacientes com ICV sofrem de infec¢des
recorrentes sinopulmonares, de ouvido e gastrointestinais e tém risco aumentado de doengas
autoimunes e linfoproliferativas % >® Uma proporcao significativa de pacientes também exibe
caracteristicas de desregulagdo imunoldgica, incluindo doenga autoimune !, doenca
granulomatosa, doenga pulmonar cronica, bronquiectasia, doenca hepatica, esplenomegalia,
linfadenopatia com e sem linfoma e outras doencas malignas ’. A contagem de linfécitos Te B é
varidvel, podendo ser baixa ou normal, com suas fun¢des geralmente comprometidas &, como
também das citocinas IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TGF-B e IL-21 °. Embora as falhas na diferenciacdo e
secre¢do de anticorpos pelos linfocitos B sejam considerados o defeito principal, multiplas
anormalidades ja foram descritas em vérios outros componentes do sistema imunoldgico 1.
Contudo, a etiologia da ICV continua desconhecida na maioria dos casos, provavelmente como
decorréncia da interacdo complexa entre os fatores ambientais e genéticos 1% 1% 12, A maioria
dos casos de ICV sdo esporadicos, mas cerca de 10%-20% sdo familiares >34, Foram observadas
em familias com ICV tanto a heranc¢a autossémica dominante quanto a recessiva 3 e pelo menos
um membro adicional da familia tem ICV ou deficiéncia seletiva de IgA (sIgAD, do inglés selective
IgA Deficiency) **. A causa monogénica foi identificada em apenas 2-10% dos pacientes com ICV
%7 A doenca ocorre em ambos 0s sexos, e o inicio dos sintomas pode ocorrer em qualquer
idade, com picos na infincia entre 2 e 5 anos e picos na segunda e terceira décadas de vida ¥2.
A frequéncia de apresentacgado infecciosa difere ligeiramente em popula¢des pediatricas de ICV,
onde sinusite é a apresentacao clinica mais comum, seguida por otite média e pneumonia °.

Cerca de 25% dos pacientes com ICV tém eventos autoimunes. Esta desregulagdo
imunoldgica leva a geracdao de multiplos autoanticorpos contra vdrios antigenos alvos. Purpura
trombocitopénica e anemia hemolitica sdo as consequéncias autoimunes mais comuns,
ocorrendo em 5-8% de todos os pacientes com ICV. Outras doengas autoimunes incluem a
presenca de anticorpos anti-lgA 6 anemia perniciosa ® e tireoidite autoimune °. As
consequéncias autoimunes menos comuns de ICV incluem artrite reumatdide, vitiligo e vasculite
6. Complica¢Bes pulmonares crdnicas, s30 as principais causas de morbidade significativa nesses
pacientes. As mais comuns incluem a fibrose pulmonar e a bronquiectasia. Até 50% dos
pacientes com ICV podem apresentar fendtipo pulmonar obstrutivo, como bronquite cronica e
asma. A doenga granulomatosa na ICV pode afetar cerca de 10-22% dos pacientes com idade
média de 18-34 anos. Embora os granulomas sejam mais comuns em adultos, até um terco dos
pacientes pedidtricos com ICV também podem ter essa complicac3o ©.

Complicagdes gastrointestinais sdéo comuns em 50% dos pacientes com ICV, manifestada
por diarreia cronica com ma absorcdo, doenca de Crohn, doenca granulomatosa intestinal,
infeccBes bacterianas ou virais, parasitas intestinais, doenca celiaca e linfangiectasia intestinal °.

As caracteristicas celulares do sistema imunolégico em ICV sdo complexas com varios
defeitos numéricos e funcionais envolvendo linfécitos B, linfécitos T, Natural killers, macréfagos
e mondcitos. O nimero de linfocitos B no sangue periférico pode ser normal ou reduzido e pode
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haver defeitos na producdo de citocinas. O nimero de linfécitos B que faz a recombinacgdo
somatica para a troca de classe (CRS, Class Switch Recombination) é baixo em 50-75% dos
pacientes °.

Os resultados de trés grandes estudos clinicos, incluindo 248, 220 e 176 pacientes com
ICV, sugerem que os pacientes apresentam alto risco de doenga neopldsica - tumor
hematoldgico e sélido (mama, préstata, ovario, pele e célon). Em particular, doengas malignas
mais comuns s3o linfoma n3o-Hodgkin e cancer gastrico ®. No entanto, a variabilidade no
fenétipo clinico e o inicio tardio da doenca podem levar a um diagndstico tardio de ICV 7. Apesar
de muitos esforgos para aumentar a conscientizagdo sobre as imunodeficiéncias, o atraso médio
entre o inicio dos sintomas e o diagndstico da ICV ainda é de 4 anos nos paises ocidentais e pode
afetar o progndstico devido ao inicio tardio da terapia adequada *°.

Com o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento foi acelerada a descoberta
de genes associados ao ICV 2. Mutacdes em pelo menos 24 genes % 7 estdo associadas a ICV.
Uma das mutagGes mais frequentes ocorre no gene TNFRSF13B (Tumor Necrosis Factor Receptor
Superfamily Member 13B) 8, aproximadamente 5%-10% dos pacientes com ICV >4, O gene
TNFRSF13B é responsavel pela produgdo da proteina TACI (Transmembrane Activator and
Calcium modulator and cyclophilin ligand Interactor), a qual é um receptor transmembrana,
pertencente da superfamilia do Fator de Necrose Tumoral — TNFR (Tumor Necrosis Factor
Receptor superfamily) (OMIM 1D 604907 - 18/10/2021) 1419,

A expressdo de TACI varia em diferentes subpopula¢des de linfocitos B %°. Em humanos,
é encontrada uma expressdao pronunciada nos linfocitos B da Zona Marginal (MZ, Marginal
Zone), nos linfocitos B de memdria CD27+ 1420211222324 @ ngg |infdcitos T ativados 2. TACI é um
regulador que, quando ativado, afeta multiplos eventos na resposta imune, envolvido na
sobrevida, apoptose 2! e diferenciac3o dos linfécitos B, sendo responsdavel pela CSR de IgM para
IgA e IgG ?. Portanto, mutacdes em TACI podem causar deficiéncia de 1gG e, principalmente,
deficiéncia de IgA °. A producdo de IgG, IgA e IgE (Imunoglobulina E) depende de uma troca
adequada de isotipos IgM+ IgD+ nas células B naive 8. O CSR requer dois sinais: um é fornecido
por citocinas, e o outro por CD40, TACI e BAFF-R, também conhecido como TNFRSF13C (Tumor
Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 13C)% %, membros da familia de receptores de
TNF (Tumor Necrosis Factor) expressos em linfécitos B.

Mutacdes em TACI estdo associadas a um fendtipo clinico de linfoproliferacdo, que
pode incluir esplenomegalia ou hiperplasia tonsilar e deficiéncia de IgA, com tireoidite
autoimune sendo relatada em 15% dos pacientes com ICV 2.

TACI funciona como um receptor para dois ligantes do tipo TNF, o BAFF, também
conhecido como TNFSF13B (Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily Member 13B) e o APRIL,
também conhecido como TNFSF13 (Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily Member 13) 1427,
Os ligantes da superfamilia TNF, BAFF e APRIL e seus trés receptores BAFFR, BCMA, também
chamado de TNFRSF17 (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 17) e TACI
compreendem uma rede que estd envolvida na ativacdo e sobrevivéncia dos linfdcitos B, na
func3o dos linfécitos T e na regulacdo da imunidade humoral 2% 2>, Curiosamente, em alguns
casos, os sinais associados a apoptose ou sobrevivéncia podem ser transmitidos através do
mesmo receptor em resposta ao mesmo ligante 2. Falhas neste complexo sistema estdo
associadas com doencas autoimunes, tumores de linfécitos B e deficiéncia de anticorpos 2.

Apenas duas variantes do TNFRSF13B sdao as mais prevalentes, p.C104R e p.A181E,
representando mais de 90% das muta¢des em TACI (CD267). Entretanto, essas variantes
monoalélicas ja foram detectadas em individuos assintoméaticos em uma frequéncia de 1-2% %
1925 portanto, o papel da mutacdo p.C104R na patogénese da ICV permanece nio resolvido.
Embora esses individuos sejam portadores da variante e ndo apresentem manifestacdes clinicas
de ICV, defeitos nas func¢des dos linfécitos B foram detectados por Zhang et. al.; 2015 ?° através
de ensaios in vitro. Este estudo comparou individuos saudaveis sem muta¢des em TACI com os
individuos portadores de mutacdo heterozigota em TACI. Os portadores da mutacdo
apresentaram diminuicdo na expressdo de TACI nos linfécitos B. Os autores concluiram que as
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mutac¢des em TACl aumentam o risco de desenvolver ICV %. A grande maioria dos pacientes com
as mutacdes p.C104R e A181E sdo heterozigotos %.

Estruturalmente, TAClI é uma proteina transmembrana do tipo Ill. O dominio
extracelular (EC) contém 2 dominios ricos em cisteina (CRDs, Cysteine-Rich Domains), os quais
s30 marcas registradas da superfamilia do TNFR *. O primeiro CRD é necessario para a
montagem em complexos multiméricos independentes do ligante de TACI, o segundo CRD é
necessario para ligacdo de APRIL e BAFF % (Figura 1).

A mutacgdo p.C104R esta localizada na porg¢do extracelular no dominio de ligacdo ao
ligante CRD2 % 2% 3%, Uma substituicdo de nucleotideo 310T por C no gene TNFRSF13B leva a
mutacdo p.C104R (Cisteina 104 por Arginina) na proteina TACI 3, Esta mutacdo leva a uma
ruptura de uma regi3o rica em cisteina importante para a ligac3o ao ligante 22 (Figura 1). Desse
modo, a mutacdo p.C104R anula a ligacdo de BAFF e APRIL ao TACI % 13 2% 31 o
consequentemente, a sinalizacdo 2°. Uma complexa sinalizacdo compreendendo p.C104R
heterozigoto evita a sinalizacdo de NF-kappaB de uma maneira negativa dominante 3. Além
disso, estudos mostram que os linfdcitos B de tais pacientes ndo produzem imunoglobulinas em
resposta a APRIL>. Em ICV, a mutacdo p.C104R apresenta expressividade varidvel e penetrancia
incompleta 32,

C104R  A4g1E  R202H

AA204bp
frameshift S194X

| 293-COOH
Extracellular Transmembrane Intracellular

Figura 1: Estrutura da proteina transmembrana TACI e suas mutages em humanos %,

Tanto o BAFF 60-monOomero quanto o APRIL multimerizado com HSPG (Heparan
Sulphate Proteoglycans) sdo capazes de ativar o TACl. No entanto, os trimeros BAFF e os
trimeros APRIL ndo podem ativar o TACI porque sdo necessarios que pelo menos dois trimeros
TRAF se associem a seis TACIs para ativar a via NF-xB classica 2> 3 (figura 2). Além disso, TACI
serve como o Unico receptor para heterotrimeros de BAFF/APRIL 22,

A ligacdo ao ligante provoca agrupamento dos dominios intracelulares de TACI,
recrutando moléculas de sinalizacdo que incluem moduladores de célcio, proteinas associadas
a TNFR, ativacdo de fatores de transcricdo nuclear de linfdcitos T ativadas e NF-xkB (Nuclear
Factor kB) 34,

O TACI regula o nimero de plasmdcitos e a producdo de anticorpos por meio de pelo
menos dois mecanismos. Em primeiro lugar, o TACI promove a diferenciacdo de linfécitos B em
plasmécitos, mantendo uma expressao continua de Blimp-1 (B-Lymphocyte-Induced Maturation
Protein 1) em linfdcitos B. Em segundo lugar, o TACl inibe a apoptose dos plasmécitos, regulando
negativamente a expressdo de BIM (BCL2L11, Bcl-2-Like Protein 11) nestas células. O BIM
promove a apoptose. APRIL e BAFF regulam negativamente a expressdo de BIM ao interagir com
TACI, promovendo assim a sobrevivéncia dos plasmécitos (figura 3) 2.
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HSPG-bound
APRIL trimer

Soluble Soluble
BAFF trimer APRIL trimer

HSPG

At least six TACI recruiting
two TRAF2 or TRAFG trimers

Classical NF—ch'l | Classical NF—KB}
_— Cytoplasm
Figura 2: As formas de ligantes para ativar TACI 22,
Follicular helper T cell

BAFF APRIL
3-mer 3-mer

&

- Cell cycle arrest

Plasma cell differentiation | 3

Cell death

B cell

|
Figura 3: As atividades bioldgicas de TACI. TACI inibe a proliferagdo de linfocitos B, promovendo a expressdo continua de Blimp-1. O
Blimp-1 induz a parada do ciclo celular nos linfécitos B, promovendo a diferenciagdo dos linfécitos B em plasmdcitos (1). TACI inibe
as reagdes do centro germinativo (GC, Germinal Center) e a proliferacdo de linfocitos B ao suprimir a expressdo de ICOSL (Inducible
T Cell Costimulator Ligand) nos linfocitos B GC (2). TACI regula positivamente a expressdo de clAP (Cellular Inhibitors of Apoptosis)
em linfocitos B GC. clAP direciona NIK (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 14) para degradagdo por ubiquitinagdo,
inibindo assim a via NF-kB ndo candnica mediada por BAFF-R (3). A sinalizagdo de TACI e TLR4 (Toll Like Receptor 4) cooperam para
desencadear os linfécitos B MZ para apoptose por indugdo do receptor de morte FAS (Fas Cell Surface Death Receptor) e FasL (4). A
TACI concorre com o BAFF-R pelo BAFF, que também reduz a concentragdo do BAFF (5). O TACI inibe a apoptose dos plasmécitos,
regulando negativamente a expressdo de BIM nos plasmdcitos (6). TACI medeia CSR ligando-se a MyD88 (7) 2.
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Mutag¢des TAClI em ICV também se correlacionam com suscetibilidade a doengas
autoimunes. Alteragdes homozigéticas nos alelos TACI resultam em uma perda completa da
funcdo TACI e na incapacidade de manter a producdo continua de anticorpos auto-reativos. Por
outro lado, mutag¢des heterozigotas nos alelos de TACI apenas prejudicam a fungdo TACI. A
funcdo TACI ndo estd completamente perdida e é suficiente para manter a produgdo continua
de anticorpos auto-reativos. Portanto, pacientes com CVID que sao heterozigotos para mutantes
TACI mutantes sdao propensos a doencas auto-imunes, enquanto que os homozigotos de alelos
TACI de CVID parecem experimentar um efeito preventivo auto-imune da doenca .

Defeitos em TACI também estdo associados a imunodeficiéncia humoral, conforme
documentado por respostas independentes de linfdcitos T, para antigenos polissacarideos. Isso
ocorre pelo fato de TACI ser expresso em subconjuntos de linfocitos B MZ, os quais sdo fortes
responsivos a antigenos timo independentes . O efeito de APRIL nos linfécitos B é complexo
porque proteoglicanos, como CD44 (CD44 molecule - Indian blood group) e Syndecan 1
expressos em linfécitos B, podem fornecer parceiros de ligacdo eficazes para APRIL, induzindo a
proliferacdo celular, CSR e a producdo de imunoglobulinas 22. No entanto, a compreens3o atual
de como o APRIL sinaliza via TACI ndo explica como as mutagdes heterozigotas em TACI podem
estar associadas a deficiéncia imunoldgica e autoimunidade em pacientes, mas nao esta
associada nos parentes heterozigotos normais 2.

Niveis reduzidos de IgG e IgA em individuos com deficiéncia de TACI sdo provavelmente
devido a uma CSR ineficiente em linfocitos B %. Zhang et al.; 2007, mostraram que trés individuos
com mutagbes TACI eram originalmente deficientes em IgA ou levemente
hipogamaglobulinémicos e tinham niveis séricos de IgG e IgM em declinio ao longo dos anos.
Embora nesses casos a mutacdo em TACI fosse claramente congénita, o defeito imunoldgico
completo parecia se desenvolver e se expressar somente ao longo do tempo 2.

A maioria dos linfécitos que se proliferam em resposta aos antigenos in vivo morre
subsequentemente para manter um numero constante dessas células entre as respostas
imunes. Assim, os sinais de sobrevivéncia e apoptéticos sdo altamente regulados %. A apoptose
é importante para o desenvolvimento, fungdo e manutengdo do sistema imunolégico. Da mesma
forma, desempenha um papel significativo na duragdo das respostas imunes a antigenos
estranhos, delecdo de linfécitos T e B autoreativos e eliminagdo de células infectadas por virus
e células cancerosas %3¢,

Para o sistema imunoldgico, muitos sinais apoptoticos e de sobrevivéncia sdo mediados
por meio de receptores presentes nas superficies dos linfécitos e outras células
hematopoiéticas. Ambos os sinais apoptoéticos e sobrevivéncia em linfécitos sdo mediados
principalmente por membros da superfamilia de TNFR. Curiosamente, em alguns casos, esses
sinais podem ser transmitidos através do mesmo receptor em resposta ao mesmo ligante.
Entender como essa transduc¢do de sinal é executada é fundamental para entendimento das
respostas imunolégicas e inflamatdrias dos individuos com muta¢do em TACI . A interrup¢3o
da apoptose pode ser um dos mecanismos envolvidos na patogénese dessa doenca, levando a
sobrevivéncia prolongada e defeituosa de linfocitos B baixa producdo de anticorpos, aumento
ou reducdo da proliferacdo de linfécitos e secrecdo defeituosa de citocinas %%,

A variante TNFRSF13B (OMIM 604907-12/10/2021) na classificacdo da IUIS 2020
(International Union of Immunological Societies 2020) 3 foi categorizada dentro das deficiéncias
de anticorpos primarios, como disturbios ICV, e reconhecida como a variante mais frequente
entre esses pacientes 8, Entretanto, baseado em seus fendtipos clinicos de autoimunidade,
autoinflamacdo/hiperinflamacéo, linfoproliferacdo, infiltracdo linfocitica policlonal, infiltragcdo
granulomatosa, malignidade e atopia grave, sugerimos que a variante TNFRSF13B deva ser
alocada no grupo heterogéneo de disturbios imunoldgicos primarios regulatérios (PIRD, Primary
Immune Regulatory Disorders), ao invés de wuma complicacdo infecciosa de
hipogamaglobulinemia 3% %%, Essas complicacdes n3o infecciosas s3o a principal causa de
morbidade e mortalidade, uma vez que esse defeito no gene esta na interseccdo de multiplas
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vias regulatérias imunoldgicas. No entanto, os mecanismos subjacentes a desregulacdo
imunoldgica sistémica nesses pacientes ainda precisam ser definidos.

A apoptose é importante no desenvolvimento, fungao e manutengao do sistema imune.
Tem uma funcdo significativa na limitacdo da duracdo da resposta imune contra antigenos
externos, delecdo de linfécitos T e B autorreativos, eliminagdo de infecgGes virais e células de
cancer®.

Tradicionalmente, as doencgas sdo classificadas de acordo com o sistema de érgdos
afetado - cardiovascular, enddcrino, neurolégico, etc. No entanto, é muito mais util para o
investigador biomédico pensar nos mecanismos responsaveis pelas doengas. A este respeito, a
simples reclassificacdo baseada no fato das doencas estarem associadas a morte celular
insuficiente ou excessiva, contribui com mais eficiéncia no entendimento da fisiopatologia e do
plano terapéutico. A apoptose por ser essencial na homeostase e regulagdo das respostas
imunoldgicas, ela sozinha pode afetar substancialmente a celularidade em doengas autoimunes.
Adicionalmente, aumento da apoptose e consequentemente, reducdo da sobrevida,
crescimento e diferenciacdo dos linfécitos, inabilidade dos linfécitos B produzirem niveis
normais de imunoglobulinas %, tornam fundamental a identificacdo de quais genes reguladores
estdo envolvidos na via de sinalizagao da apoptose para melhor entendimento da patogénese
de ICV associada a mutagdo em TNFRSF13B. A compreensdo dos processos que medeiam essas
decisdes celulares deve auxiliar no desenho de terapéuticas racionais para doengas autoimunes.

Em nosso estudo apresentamos descri¢ao clinica, imunoldgica e molecular detalhadas
de trés familias com a mutagdo TACI p.C104R, andlises de expressdo génica de genes
relacionados a apoptose, avaliacdo da expressao de TACI e producdo de citocinas para melhor
entendimento da ICV com mutagdo no gene TNFRSF13B.

2. OBIJETIVOS
2.1. GERAL

Identificar em uma coorte de 18 pacientes com fendtipo de linfoproliferacao,
autoimunidade e hipogamaglobulinemia o diagndstico molecular, através do Sequenciamento
Total do Exoma (STE).

2.2. ESPECIFICOS

Nos pacientes com mutagdao no gene TNFRSF13B, na posi¢do p.C104R:
- Analisar os membros da familia quanto a presenca da mesma variante identificada no paciente
e suas caracteristicas clinicas;
- Correlacionar a expressdo da proteina CD267 com a porcentagem de subpopula¢bes de
linfocitos B;
- Correlacionar a propor¢do de células vidveis e em apoptose com os sintomas clinicos de
linfoproliferacao;
- Apresentar aspectos clinicos e imunoldgicos detalhados de trés familias
- Analisar a expressao génica das vias intrinseca e extrinseca da apoptose;
- Identificar potenciais marcadores associados com apoptose através das vias de sinalizacdo da
apoptose;
- Dosagem de citocinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. SUJEITOS

Em uma corte de 18 pacientes com fendtipo de linfoproliferacdo, autoimunidade e
hipogamaglobulinemia, foram selecionados seis individuos de trés familias brasileiras ndo
aparentadas, acompanhados no Ambulatério de Imunodeficiéncia Primaria de Pediatria -
UNICAMP. Os controles foram representados por individuos saudaveis, pareados por sexo e
idade. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de Campinas,
Campinas, Sdo Paulo, Brasil (UNICAMP), N° 1176/2011.

3.2 COLETAS DE SANGUE

As coletas dos individuos controles saudaveis foram realizadas no Centro de Investigagdo
em Pediatria (CIPED) na FCM da UNICAMP, enquanto que as coletas dos pacientes e familiares
foram realizadas no ambulatério de Imunodeficiéncia Pediatrica do Hospital das Clinicas da
Universidade de Campinas - S3o Paulo - Brasil. O volume total de amostra de sangue periférico
coletado foi de 30 mL anticoagulado com Acido Diaminotetracetico Etileno (EDTA,
Ethylenediamine Tetra Acetic Acid).

3.3. ESTUDO MOLECULAR
3.3.1. EXTRACAO DE DNA

O DNA genomico (gDNA) foi extraido de sangue periférico utilizando o kit de extragdo
comercial Puregene Blood Kit B (catalogo: 1042606; Qiagen, Hilden, Alemanha). Foram
adicionados 9 mL de Solucdao de Lise de RBC a 3 mL de sangue total, e homogeneizados.
Incubados por 5 min em temperatura ambiente (15-25°C) e centrifugado por 2 min a 2.000 g.
Descartado o sobrenadante. Ao pellet de células resultante foram acrescentados 3 mL de
solucdo de lise celular e homogeneizado completamente. Em seguida, foi adicionado ao tubo 1
mL de Solugdo de Precipitagdo de Proteina e, novamente, homogeneizado completamente e
centrifugado por 5 min a 2000g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 3
mL de isopropanol, para a precipitacdo de DNA. Posteriormente, o tubo foi centrifugado 3
minutos a 2.000 g. O DNA precipitado foi lavado com 3 ml de solu¢do de etanol 70%,
centrifugado por mais 1 min a 2.000g descartado o sobrenadante. O DNA precipitado foi
ressuspendido em 150 pL de solugdo de hidratacdo de DNA.

As amostras foram incubadas 12 horas para completa solubilizacdo. As amostras de gDNA
foram quantificadas por fluorimetria utilizando o equipamento Qubit (Invitrogen - Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) e ajustado para 50 ng/uL, para inicio do preparo das
bibliotecas de exoma. J& as amostras usadas nas rea¢des de rea¢cdo em cadeia da polimerase
(PCR, Polymerase Chain Reaction) foram diluidas a 100 ng/pL.

3.3.2. STE E ANALISE DE BIOINFORMATICA

O STE foi realizado no Laboratdrio Central de Tecnologia de Alto Desempenho (LaCTAD
- UNICAMP), utilizando o equipamento Hi-seq 2500 Illumina (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA).
O kit de enriquecimento e amplificacdo utilizado foi o Nextera Rapid Capture Custom
Enrichment Kit (catdlogo: FC-140-1007; lllumina Inc.) com a op¢do 12-plex para multiplexar as
amostras. A cobertura estimada de cada paciente foi da ordem de 100x do exoma, seguida de
andlise por bioinformatica para a construcdo de uma base de dados de variagcGes (single
nucleotide variants — SNVs) para cada paciente. As sequéncias de baixa qualidade foram filtradas
utilizando o programa NGS Tool kit * %2, Sequéncias que tinham menos de 70% de bases com
um escore de Phred < 20 foram descartadas. A ferramenta BWA foi usada para alinhar com o
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genoma humano (montagem de HG19) e a identificagdo de variantes foi realizada através do
programa Genome Analysis ToolKit (GATK - https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us -
19/10/2021). Para a anotacdo das variantes, foi utilizado o programa ANNOVAR
(https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/ - 19/10/2021). Os genes candidatos foram
escolhidos com base na literatura especifica sobre a fisiopatologia de ALPS/ICV
reconhecidamente causadas por desregula¢do do sistema imunolégico e envolvendo genes dos
mecanismos de maturacdo dos sistemas T e B, das vias de apoptose, e da producdo de
imunoglobulinas. Para essa selecdao priorizamos as variantes de alta qualidade, excluindo da
anadlise: variantes em regides intronicas e nao traduzidas; mutagdes sinGnimas (quando a
alteracdo do nucleotideo ndo altera o aminodcido); variantes com predi¢des benignas
partilhadas por todos os bancos de dados analisados, variantes com indice de confiabilidade
menor do que 30 para muta¢des homozigotas e menores que 50 para mutac¢des heterozigotas
e variantes com a soma dos reads acima de 10. O conjunto final de variantes selecionadas passou
por inspecdo visual junto a classificacdo de ElIH (Erros Inatos da Imunidade Humana) 2017, ao
Phenolyzer (https://phenolyzer.wglab.org/ - 04/07/2018), ferramenta que usa informac&es
prévias da literatura para sugerir possiveis genes associados e busca da literatura especifica
sobre a fisiopatologia e alguns dos EIIH. Apds a selecdo do gene candidato, pesquisamos sua
funcdo nas bases GENECARDS (base de dados de genes humanos - https://www.genecards.org/
- 18/10/2021), e a frequéncia da variante na base ENSEMBL (https://www.ensembl.org/ -
18/10/2021). Em seguida, utilizamos o site Online Mendelian Inheritance in Man — OMIM
(https://www.omim.org/ - 18/10/2021) que compreende um resumo auténtico de genes
humanos e fendtipos genéticos e a literatura atual.
No paciente P03 realizamos o painel genético de ALPS ao invés do STE.

3.3.3. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE — PCR (POLYMERASE
CHAIN REACTION)

Apds a andlise do STE, os segmentos das variantes selecionadas foram amplificados a
partir de gDNA utilizando um conjunto de pares de primers desenhados com o software
Generunner (http://www.generunner.net/).

TNFRSF13B_DNA_F: 5’- CAAGGAGCAAGGCAAGTTCTAT -3’
TNFRSF13B_DNA_R: 5’- GCTTACCTGGACTTGCTTCTGA -3’

A PCR foi padronizada com gDNA de controle para o volume de reacdo de 30 uL
contendo 100 ng de DNA; 0,4 uL de dNTPs (catdlogo: 11615-010; Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc.); 3,0 uL de solugdo tampao 10X (10X PCR Buffer); 0,6 uL de cada primer; 1,2 ul de
MgCl2 e 0,2 uL de Taq polimerase (catalogo: 10297018; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.)
em termociclador (Mastercycler — Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), sendo desnaturacdo
inicial por 2 min na temperatura de 96 °C, e amplificagdo com 30 ciclos na temperatura de 96°C
por 30 seg, com anelamento a 57 °C por 30 seg e a extensdo a 72 °C por 1 min.

3.3.4. SEQUENCIAMENTO SANGER

A validacdo da variante encontrada foi realizada através do sequenciamento Sanger nas
amostras dos pacientes e seus parentes, realizado no Centro de Hematologia e Hemoterapia da
Universidade Estadual de Campinas (HEMOCENTRO/UNICAMP). Utilizou-se o kit “Big Dye
Terminator Kit” (catalogo: 4337455; Thermo Fisher Scientific Inc.) e o equipamento ABI3730xL
(Thermo Fisher Scientific Inc.). A andlise dos sequenciamentos foi realizada confrontando a
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sequéncia obtida com a sequéncia referéncia de TNFRSF13B (NG_007281.1) depositada no
banco internacional de genomas - GenBank utilizando o programa Blast (Basic Local Alignment
Tool) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) e o editor de sequéncias
bioldgicas Chromas (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia).

3.3.5. EXTRACAO DO ACIDO RIBONUCLEICO (RNA) TOTAL

A extracdo do RNA foi realizada a partir do sangue periférico coletado com EDTA e
utilizando o kit de extragdo comercial RiboPure™ RNA Purification Kit Blood (catalogo: AM 1928;
Thermo Fisher Scientific Inc.) de acordo com as instrucdes do fabricante. O tubo de coleta foi
centrifugado por 15 min a 2000 g, retirado o buffy coat e colocado em solugdo de estabilizagdo
(RNAlater solution). Posteriormente, centrifugou-se por 2 min a 2000 g e descartou-se o
sobrenadante. Foram adicionados 800 L de solugdo de lise (Lysis solution), 50 uL de solucdo de
acetato de sédio (Sodium acetate solution) e agitou-se a amostra com auxilio do vortex para a
lise celular completa, apds essa etapa, acrescentou-se 500 pL de acido-fenol cloroférmio, agitou-
se a amostra com vdrtex por 30 seg e incubou-se durante 5 min em temperatura ambiente. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 2000 g durante 2 min. A fase aquosa foi recolhida, colocada
em outro tubo cénico (2 mL) limpo, adicionado 600 pL de etanol 100% em temperatura
ambiente e a solugdo foi homogeneizada com o vértex. Em seguida, essa solucdo foi aplicada
sobre uma coluna de micro-filtro e centrifugada a 2000 g por 15 seg, e o eluato foi descartado.
Este processo de microfiltragao foi repetido com todo o volume da solugdo. A coluna foi lavada
com 700 pl da solugdo 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 25ul de uma
solucdo de eluicdo (elution solution) pré-aquecida a 75 °C, deixando-a por 30 segundos, e a
seguir, o RNA foi recuperado por centrifugacdo. Essa eluicdo foi repetida uma vez usando 25 pL
da solucdo de elui¢do. O volume final de RNA eluido foi de 50 pL.

3.3.6. QUANTIFICAGAO, PUREZA E INTEGRIDADE DO RNA

As amostras de RNA foram quantificadas por fluorimetria utilizando o equipamento
Qubit (Invitrogen) e avaliadas quanto a pureza, por espectrofotometria, através da razao DO
260/280 e DO 260/230 (NanoDrop ND1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). A
integridade do RNA (RIN, RNA Integrity Number) foi avaliada por eletroforese utilizando-se o
equipamento Bioanalyzer 2100 Expert (B.02.08.51648) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA).

3.3.7. REAGAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA (RT-PCR)

Para expressao génica, o RNA foi convertido em DNA complementar (cDNA) através da
reacdo de RT-PCR. A reacdo foi efetuada utilizando o kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit with RNase Inhibitor (catalogo: 4374966; Thermo Fisher Scientific Inc.) segundo
o protocolo do fabricante. Em um volume de 20 pl contendo 1 pg de RNA diluido em 0,2 pl de
tampdo 10X, 0,8 ul de mix de dNTPs (100mM), 2,0 ul random primers 10X, 1 ul de transcriptase
reversa Multiscribe (50 U/ul), 1,0 pl de inibidor de RNases (20 U/ul) e agua livre de nucleases
(Nuclease-free water). As rea¢Ges foram realizadas no gelo, submetidas a 25°C por 10 min, 37°C
por 120 min e a 85°C por 5 min (inativacdo da transcriptase), em termociclador (Mastercycler -
Eppendorf).
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3.3.8. EXPRESSAO GENICA — PLACAS DE ARRANJO GENICO (ARRAY)

Com a finalidade de identificar os efeitos da variante TNFRSF13B na expressao de outros
genes envolvidos nas vias de sinalizacdo da apoptose, foi utilizada a placa de Array TagMan®
Array Human Apoptosis through Death Receptors 96-well Plate (catalogo: 4414105; Thermo
Fisher Scientific Inc.). A placa contém 44 conjuntos de genes associados a apoptose mediada por
receptor de morte (tabela 1) e 4 controles enddgenos: 18S (Eukaryotic 18S rRNA), GAPDH
(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase), GUSB (Beta Glucuronidase) e HPRT1
(Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1). Um controle enddgeno é um gene cuja expressdo
ndo deve variar entre as amostras. Para a andlise dos resultados foram utilizados como
referéncia os genes GAPDH, HPRT1 e GUSB. Os ensaios da placa de Array TagMan® Array Human
Apoptosis through Death Receptors foram realizados para os pacientes 1 (PO1) e paciente 2
(P0O2) e comparado com um o pool de cDNA de controles.

Avaliamos também a placa de Array TagMan® Array Human Apoptosis plate 96-well
(catalogo: 4418717; Thermo Fisher Scientific Inc.). Nesta placa temos 92 assyas des genes
associados a apoptose de ambas as vias (tabela 2), e os mesmos 4 controles enddgenos. Os
ensaios da placa Array TagMan® Array Human Apoptosis plate foram realizados para o P01, P02
e P03 e comparado com um o pool de cDNA de controles.

Todos os ensaios foram realizados em triplicada. Os controles foram selecionados de acordo
com sexo e a idade de cada paciente com desvio padrdo de £ 5 anos e o RIN acima de 7,0. Um
pool de 8 controles foi realizado para essas analises. As rea¢des foram realizadas de acordo com
as instrugdes do fabricante. Utilizamos um volume total de 20 pl, contendo 10 ul de TagMan®
Gene Expression Master Mix (Catalogo: 4369016; Thermo Fisher Scientific Inc.) e 10 pul de cDNA
diluido em agua livre de nucleases. A concentracdo final das amostras de cDNA utilizadas foi de
10 ng em 10 pL para cada 20 ulL de reacdo, realizado no equipamento ABI PRISM® 7500 (Thermo
Fisher Scientific Inc).

Tabela 1: Genes da via extrinseca da apoptose examinados no array

Simbolo, nome aprovado Fungdo
ACTA1 B
1 Cell motility
actin, alpha 1, skeletal muscle
ACTB
2 Cell motility
actin, beta
3 APAF1 Apoptosis induction by
apoptotic peptidase activating factor 1 CASP3 activation
4 BAX Apoptosis induction by
BCL2-associated X protein CASP3 activation
BCL2
5 Apoptosis inhibition
B-cell CLL/lymphoma 2
BID . )
6 Apoptosis induction
BH3 interacting domain death agonist
BIRC2
7 Apoptosis inhibition
baculoviral IAP repeat containing 2
BIRC3 o
8 Apoptosis inhibition
baculoviral IAP repeat containing 3
CASP2 . - . . .
9 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis execution
caspase 2
CASP3 . A . : .
10 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis execution
caspase 3
11 CASP7 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis execution;
overexpression promotes programmed cell death
caspase 7

12 casps
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Most upstream protease of the activation cascade of caspases responsible for the

caspase 8 FAS mediated and TNFRSF1A induced cell death
CASP9 ) R . . ;
13 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis execution
caspase 9
CFLAR
14 Apoptosis regulator protein as FAS mediated apoptosis inhibitor
CASP8 and FADD like apoptosis regulator
CHUK
15 conserved helix-loop-helix ubiquitous Serine kinase. Essential role in the NFkB signaling pathway
kinase
16 DAXX JNK pathway and apoptosis mediator via MAP3KS5 [FAS and TGFBR2 (transforming
death-domain associated protein growth factor beta receptor I1) signaling]
DIABLO . T
17 Apoptosis promoter by caspase activation in the cytochrome c/APAF1/CASP9
diablo, IAP-binding mitochondrial protein pathway
FADD . . .
18 CASP8 and CASP10 apoptotic adaptor recruiter to activated FAS and TNFRSF1A
Fas associated via death domain
FAS . .
19 Receptor with death domain for FASLG
Fas cell surface death receptor
FASLG
20 Cytokine ligand for FAS
Fas ligand
IKBKB
21  inhibitor of kappa light polypeptide gene NFkB activator
enhancer in B-cells, kinase beta
IKBKG
22 inhibitor of kappa light polypeptide gene NFkB activator
enhancer in B-cells, kinase gamma
MAP3K5
23 . . oo . Signal transduction mediator by oxidative stress and receptor-mediated
mltogen—actlvated protein kinase kinase inflammatory signals (TNF)
kinase 5
MAPKS )
24 Stressed cell apoptosis promoter through TP53 and YAP1
mitogen-activated protein kinase 8
MAPK9
25 Stressed cell apoptosis promoter through TP53 and YAP1
mitogen-activated protein kinase 9
NFKB1
2% Rel protein-specific transcription inhibitor (105 kD) and DNA binding subunit of the

nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1

transcription factor NFkB (50 kD)

27

NFKB2

nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100)

Subunit of the transcription factor NFkB

NFKBIA
28 nuclear factor of kappa light NFKB inhibitor
polypeptidegene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha
29 NGF Ligand for NTRK1 and NGFR; neuronal proliferation, differentiation and
nerve growth factor (beta polypeptide) survivalregulator
30 NGFR Neural cell death or survival mediator
nerve growth factor receptor
PARP1 . S . . .
31 DNA repair pathway initiation; apoptosis promoter in response to genotoxic stress
poly(ADP-ribose) polymerase 1
RELA
32 y-rel avian reticuloendotheliosis viral Subunit of the transcription factor NFkB

oncogene homolog A
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TNF

tumor necrosis factor

30

Multifunctional proinflammatory cytokine ligand for TNFRSF1A and TNFRSF1B

34

TNFRSF10A

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 10a

Receptor with death domain for TNFSF10; NFkB activator

35

TNFRSF10B

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 10b

Receptor with death domain for TNFSF10; ER stress-induced apoptosis promoter;
NFkB activator

36

TNFRSF10C

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 10c

Decoy receptor for TNFSF10; apoptosis inhibitor

37

TNFRSF10D

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 10d

Decoy receptor for TNFSF10; apoptosis inhibitor

38

TNFRSF1A

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 1A

Receptor with death domain for TNF and LTA (lymphotoxin alpha); NFkB activator,
apoptosis mediator, and inflammation regulator

39

TNFRSF21

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 21

Receptor with death domain; apoptosis promoter

40

TNFRSF25

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 25

Receptor with death domain for TNFSF12; mediator of NFkB activation and
apoptosis promoter

41

TNFRSF6B

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 6b

Decoy receptor for FASLG; apoptosis inhibitor

42

TNFSF10

tumor necrosis factor superfamily member
10

Cytokine ligand for TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF10C, and TNFRSF10D

23 TP53 Tumor suppressor, growth arrest, or apoptosis promoter depending on the
tumor protein p53 physiological circumstances and cell type
24 TRAF2 Mediator of the antiapoptotic signals from TNF receptors; NFkB and JNK activation

TNF receptor associated factor 2

regulator

Tabela 2: Genes das via extrinseca e intrinseca da apoptose examinados no array

Simbolo, nome aprovado

Fungdo

BIRC2

baculoviral IAP repeat containing 2

Apoptosis inhibition

APAF1

apoptotic peptidase activating factor 1

Apoptosis induction by
CASP3 activation

BAD
BCL2 associated agonist of cell death

Apoptosis induction

BAK1
BCL2 Antagonist/Killer 1

Apoptosis induction

BAX
BCL2-associated X protein

Apoptosis induction by
CASP3 activation

BBC3
BCL2 Binding Component 3

The protein cooperates with direct activator proteins to induce
mitochondrial outer membrane permeabilization and apoptosis.

BCAP31

B Cell Receptor Associated Protein 31

Plays a role in the export of secreted proteins in the ER, the recognition of
abnormally folded protein and their targeting to the ER associated-
degradation (ERAD). Also serves as a cargo receptor for the export of
transmembrane proteins. May be involved in CASP8-mediated apoptosis.

Promotes apoptosis, pro-caspase-9 maturation and activation of

BCL10 ”
B Cell CLL/Lymphoma 10 NF-kappa-B via NIK and IKK.
BCL2 Apoptosis inhibition
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

B-cell CLL/lymphoma 2

31

BCL2A1 Apoptosis inhibition
BCL2 Related Protein Al
BCL2L1 Apoptosis inhibition
BCL2 Like 1
BCL2L10 ] )
Promotes cell survival. Suppresses apoptosis induced by BAX but not BAK.
BCL2 Like 10
BCL2L11 Apoptosis induction
BCL2 Like 11
BCL2L13
Apoptosis induction
BCL2 Like 13
BCL2L14 - .
Apoptosis induction
BCL2 Like 14
BCL2L2 Promotes cell survival
BCL2 Like 2
BCL3 Contributes to the regulation of transcriptional activation of NF-kappa-B
B Cell CLL/Lymphoma 3 target genes.Contributes to the regulation of cell proliferation
BID

BH3 interacting domain death agonist

Apoptosis induction

BIK Accelerates programmed cell death
BCL2 Interacting Killer
NAIP Anti-apoptotic protein which acts by inhibiting the activities of CASP3,

NLR Family Apoptosis Inhibitory Protein

CASP7 and CASP9

BIRC3
baculoviral IAP repeat containing 3

Apoptosis inhibition

XIAP
X-Linked Inhibitor Of Apoptosis

Apoptosis inhibition

BIRC5
Baculoviral IAP Repeat Containing 5

Apoptosis inhibition

BIRC6

Baculoviral IAP Repeat Containing 6

Anti-apoptotic protein which can regulate cell death by controlling
caspases and by acting as an E3 ubiquitin-protein ligase. Acts as an
inhibitor of CASP3, CASP7 and CASP9.

BIRC7

Baculoviral IAP Repeat Containing 7

Apoptotic regulator capable of exerting proapoptotic and anti-apoptotic
activities and plays crucial roles in apoptosis, cell proliferation, and cell
cycle control. Its anti-apoptotic activity is mediated through the inhibition
of CASP3, CASP7 and CASP9, as well as by its E3 ubiquitin-protein ligase
activity.

BIRC8
Baculoviral IAP Repeat Containing 8

Protects against apoptosis mediated by BAX

BNIP3 Apoptosis-inducing protein that can overcome BCL2 suppression.
BCL2 Interacting Protein 3
BNIP3L .
Induces apoptosis.
BCL2 Interacting Protein 3 Like
BOK

BOK, BCL2 Family Apoptosis Regulator

Apoptosis induction

NOD2
Nucleotide Binding Oligomerization Domain
Containing 2

Involved in gastrointestinal immunity.

NOD1

Nucleotide Binding Oligomerization Domain
Containing 1

Enhances caspase-9-mediated apoptosis.

CARD6

Caspase Recruitment Domain Family Member 6

CARD9

Caspase Recruitment Domain Family Member 9

Plays an important regulatory role in cell apoptosis.

CASP1

Induce cell apoptosis and may function in various developmental stages.
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36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

32

Caspase 1
CASP10 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis
Caspase 10 execution.
CASP14 Non-apoptotic caspase involved in epidermal differentiation.
Caspase 14
CASP2 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis
caspase 2 execution
CASP3 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis
caspase 3 execution
CASP4 Plays a central role in the execution-phase of cell apoptosis.
Caspase 4
CASP5 ) )
Mediator of programmed cell death (apoptosis).
Caspase 5
CASP6 Involved in the signaling pathways of apoptosis, necrosis and
Caspase 6 inflammation.
CASP7 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis
caspase 7 execution; overexpression promotes programmed cell death
CASP8 Most upstream protease of the activation cascade of caspases responsible
caspase 8 for the FAS mediated and TNFRSF1A induced cell death
CASP8AP2 Acts as a downstream mediator for CASP8-induced activation of NF-kappa-

Caspase 8 Associated Protein 2

B. Required for the activation of CASP8 in FAS-mediated apoptosis.

CASP9 Involved in the activation cascade of caspases responsible for apoptosis
caspase 9 execution
CFLAR

CASP8 and FADD like apoptosis regulator

Apoptosis regulator protein as FAS mediated apoptosis inhibitor

CHUK

conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase

Serine kinase. Essential role in the NFkB signaling pathway

CRADD

CASP2 And RIPK1 Domain Containing Adaptor With

Death Domain

Apoptotic adaptor molecule specific for caspase-2 and FASL/TNF receptor-
interacting protein RIP

DAPK1
Death Associated Protein Kinase 1

Involved in multiple cellular signaling pathways that trigger cell survival,
apoptosis, and autophagy.

DEDD
Death Effector Domain Containing

A scaffold protein that directs CASP3 to certain substrates and facilitates
their ordered degradation during apoptosis.

DEDD2
Death Effector Domain Containing 2

May play a critical role in death receptor-induced apoptosis and may
target CASP8 and CASP10 to the nucleus.

DIABLO
Diablo, IAP-binding mitochondrial protein

Apoptosis promoter by caspase activation in the cytochrome
¢/APAF1/CASP9 pathway

IFT57 Pro-apoptotic function via its interaction with HIP1, leading to recruit
Intraflagellar Transport 57 caspase-8 (CASP8) and trigger apoptosis.
FADD CASP8 and CASP10 apoptotic adaptor recruiter to activated FAS and
Fas associated via death domain TNFRSF1A
FAS . .
Receptor with death domain for FASLG
Fas cell surface death receptor
FASLG
Cytokine ligand for FAS
Fas ligand
HIP1 May act as a proapoptotic protein that induces cell death by acting
Huntingtin Interacting Protein 1 through the intrinsic apoptosis pathway
HRK

Harakiri, BCL2 Interacting Protein

Promotes apoptosis.

HTRA2
HtrA Serine Peptidase 2

Promotes or induces cell death

CARD18

Caspase Recruitment Domain Family Member 18

Inhibits generation of IL-1-beta by interacting with caspase-1 and
preventing its association with RIP2.
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IKBKB

inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells, kinase beta
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NFkB activator

IKBKE

Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit
Epsilon

Plays an essential role in regulating inflammatory responses to viral
infection

IKBKG

Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells, kinase gamma

NFkB activator

LRDD
P53-Induced Death Domain Protein 1

Promotes apoptosis downstream of the tumor suppressor as component
of the DNA damage/stress response pathway that connects p53/TP53 to
apoptosis.

LTA

Lymphotoxin Alpha

This protein also mediates a large variety of inflammatory,
immunostimulatory, and antiviral responses, is involved in the formation
of secondary lymphoid organs during development and plays a role in
apoptosis.

LTB
X Play a specific role in immune response regulation.
Lymphotoxin Beta
MCL1 Involved in the regulation of apoptosis versus cell survival, and in the

MCL1, BCL2 Family Apoptosis Regulator

maintenance of viability but not of proliferation.

NLRP1
NLR Family Pyrin Domain Containing 1

Plays a crucial role in innate immunity and inflammation.

NFKB1

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 1

Rel protein-specific transcription inhibitor (105 kD) and DNA binding
subunit of the transcription factor NFkB (50 kD)

NFKB2

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 2 (p49/p100)

Subunit of the transcription factor NFkB

NFKBIA

nuclear factor of kappa light polypeptidegene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha

NFkB inhibitor

NFKBIB
NFKB Inhibitor Beta

Inhibits NF-kappa-B by complexing with and trapping it in the cytoplasm

NFKBIE
NFKB Inhibitor Epsilon

Inhibits NF-kappa-B by complexing with and trapping it in the cytoplasm.

NFKBIZ Involved in regulation of NF-kappa-B transcription factor complexes.
NFKB Inhibitor Zeta
PEA15 Inhibits both TNFRSF6- and TNFRSF1A-mediated CASP8 activity and

Proliferation And Apoptosis Adaptor Protein 15

apoptosis.

PMAIP1

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1

Promotes activation of caspases and apoptosis.

PYCARD
PYD And CARD Domain Containing

Functions as key mediator in apoptosis and inflammation.

REL Proto-oncogene plays a role in the survival and proliferation of B
REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit lymphocytes.
RELA

v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog A

Subunit of the transcription factor NFkB

RELB
RELB Proto-Oncogene, NF-KB Subunit

Is required for both T and B lymphocyte maturation and function

RIPK1

Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 1

Plays a role in inflammation and cell death in response to tissue damage,
pathogen recognition, and as part of developmental regulation.

RIPK2

Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 2

Plays an essential role in modulation of innate and adaptive immune
responses.
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83 TBK1 Plays an essential role in regulating inflammatory responses to foreign
TANK Binding Kinase 1 agents

84 TNF Multifunctional proinflammatory cytokine ligand for TNFRSF1A and
tumor necrosis factor TNFRSF1B

85 TNFRSF10A
tumor necrosis factor receptor superfamily Receptor with death domain for TNFSF10; NFkB activator
member 10a

86 TNFRSF10B

tumor necrosis factor receptor superfamily
member 10b

Receptor with death domain for TNFSF10; ER stress-induced apoptosis
promoter; NFkB activator

87 TNFRSF1A
tumor necrosis factor receptor superfamily
member 1A

Receptor with death domain for TNF and LTA (lymphotoxin alpha); NFkB
activator, apoptosis mediator, and inflammation regulator

88 TNFRSF1B Mediates the recruitment of two anti-apoptotic proteins, c-IAP1 and c-

TNF Receptor Superfamily Member 1B IAP2

89 TNFRSF21

Promotes apoptosis
TNF Receptor Superfamily Member 21

Receptor for TNFSF12/APO3L/TWEAK. Interacts directly with the adapter
90 TNFRSF25 TRADD. Mediates activation of NF-kappa-B and induces apoptosis. May

lay a role in regulating lymphocyte homeostasis.
TNF Receptor Superfamily Member 25 piay & g ymphocy

91 TNFSF10

) . Cytokine ligand for TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF10C, and TNFRSF10D
tumor necrosis factor superfamily member 10

92 TRADD
The nuclear form acts as a tumor suppressor.
TNFRSF1A Associated Via Death Domain

3.3.9. QUANTIFICACAO RELATIVA (RT-qPCR) — EXPRESSAO GENICA

UNICA (SINGLE GENE EXPRESSION)

Os genes APAF1(Apoptotic Peptidase Activating Factor 1), TP53 (Tumor Protein P53), FAS,
FASLG (Fas Ligand), IL10 (Interleukin 10), IL10RA (Interleukin 10 Receptor, Alpha), BCL2L14 (BCL2
Like 14), BOK (BCL2 Family Apoptosis Regulator BOK), TNFRSF21 (Tumor Necrosis Factor
Receptor Superfamily member 21), CASP2 Caspase 2), BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), BCL2L1
(BCL2 Like 1), BIRC8 (Baculoviral IAP Repeat Containing 8) e TNFRSF13B foram testados
separadamente nos individuos (tabela 3). A quantificacdo relativa da expressdao génica foi
realizada com TagMan® (Thermo Fisher Scientific Inc.). Cada cDNA foi amplificado utilizando
primers especificos para cada gene de referéncia (GAPDH e HPRT1). Para isso, cada gPCR foi
feita em triplicata, adicionou-se 6,25 pL de TagMan® Gene Expression Master Mix (catalogo:
4369016; Thermo Fisher Scientific Inc.); 0,625 pL do respectivo primer mix; 0,625 uL de agua
livre de nuclease e 5 uL contendo 10 ng de amostra de cDNA diluido em 4gua livre de nucleases,
resultando em um volume total de 12,5 uL. Os experimentos foram realizados no equipamento
Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific Inc.)
utilizando-se o desvio padrao de Ct (Cicle Threshold) de 0,3.

Tabela 3: Lista dos genes estudados

Gene Name Assay ID Function
APAF1 Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 Hs00559441 m1  Target
BCL2 BCL2 Apoptosis Regulator Hs00608023_m1  Target
BCL2L14 BCL2 Like 14 Hs01030396_m1  Target
BCL2L1 BCL2 Like 1 Hs00236329_m1  Target
BIRC8 Baculoviral IAP Repeat Containing 8 Hs01057786_s1 Target

BOK BCL2 Family Apoptosis Regulator BOK Hs00261296_m1  Target
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CASP2 Caspase 2 Hs00892484 m1  Target
FAS Fas Cell Surface Death Receptor Hs00236330_m1  Target
FASLG Fas Ligand Hs00181225 m1  Target
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 4332649 Reference
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 4332657 Reference
IL10 Interleukin 10 Hs00961622_m1  Target
IL10RA Interleukin 10 receptor, alpha Hs00155485 m1  Target
TNFRSF13B  TNF Receptor Superfamily Member 13B Hs00963364_m1  Target
TNFRSF21 TNF Receptor Superfamily Member 21 Hs01560898 m1  Target
TP53 Tumor Protein P53 Hs01034249 m1  Target

3.4. ESTUDO DA ATIVIDADE FUNCIONAL POR CITOMETRIA DE
FLUXO
3.4.1. EXPRESSAO DA PROTEINA DE MEMBRANA CD267 (TACI)

A avaliacdo da expressao proteica por citometria de fluxo foi realizada em amostras de
pacientes e controles por meio de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC,
Peripheral Blood Mononuclear Cells). Primeiramente, as PBMC foram separadas em tubos de
citometria com concentracdo de 1 x 10° células/mL /tubo. Em seguida, os tubos foram lavados
duas vezes com BD Pharmingen Stain Buffer gelado (nimero de catalogo: 554656; BD
Biosciences) a 300 g por 7 min a 4 °C. As células ressuspendidas foram marcados os respectivos
anticorpos e incubadas por 30 min a 4 °C, protegido da luz. Finalmente, lavamos duas vezes e
ressuspendemos a amostra para analise no citémetro de fluxo.

Para identificar a expressdo da proteina TACI (CD267), codificada pelo gene TNFRSF13B,
usamos os seguintes anticorpos: anti-CD19-PE (niUmero de catdlogo: 340364; BD Biosciences),
anti-CD27-Isotiocianato de fluoresceina (FITC, Fluorescein Isothiocyanate) (nUmero de catélogo:
340424; BD Biosciences) e anti-CD267 Aloficocianina (APC, Allophycocyanin) (nimero de
catdlogo: 562345; BD Biosciences).

A aquisicdo de eventos ocorreu no citobmetro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences).

3.4.2. AVALIACAO DA APOPTOSE

Apds a separagao das PBMC, lavamos as células com PBS gelado duas vezes. Entao,
ressuspendidos com tampado de ligacdo 1X, especifico para ensaio de Anexina V, para estar em
uma concentracdo de 1x10° células/mL. Transferimos 1 x 10° células para cada tubo de
citometria. Em seguida, adicionamos 3uL de Anexina V e 3 uL de lodeto de Propidio (PI,
Propidium lodide), homogeneizados e incubados por 15 min em temperatura ambiente,
protegido da luz. Finalmente, adicionamos 300 pL de tampdo de ligacdo 1x em cada tubo. A
aquisicdo de eventos ocorreu no citébmetro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences).

3.5. DOSAGEM DE CITOCINAS NO PLASMA
3.5.1. LUMINEX

Foram verificadas as concentra¢des de IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-B pela técnica de
Multiplex (MILLIPLEX MAP Human High Sensitivity T Cell Panel - Immunology Multiplex Assay —
Merck, Darmstadt, Alemanha) em pg/mL no equipamento de Imunoensaio Multiplex Bio-plex
200 (Bio-Rad, Berkeley, California, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em uma
placa de 96 pocos foram adicionados 200 pL de tampao de lavagem (Wash Buffer) em cada pogo,
em seguida, a placa foi selada e homogeneizada em um agitador de placas por 10 min a
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temperatura ambiente. Apds a decantagao do tampao de lavagem, foi removido a quantidade
residual de todos os pocos através da inversao da placa e adicionado 50 uL de cada diluicdo da
curva padrdao em cada pocgo apropriado. Em seguida, foram adicionados 25 pL do tampao de
ensaio (Assay Buffer) aos pogos das amostras e 25 uL das amostras em seus respectivos pogos.
Apds essa etapa, foram adicionados 25 pulL das beads em cada poco, esta placa foi selada e
incubada em um agitador de placas por 16 h, no escuro, a 4 °C. No dia seguinte, o contetdo dos
pocos foi removido cuidadosamente e a placa lavada por trés vezes com 200 uL de tampao de
lavagem. Posteriormente, foram adicionados 50 uL de anticorpos de deteccdao em cada pogo da
placa, que foi selada e incubada em um agitador de placas por 1 h em temperatura ambiente,
protegida da luz. Apds a incubacdo, adicionou-se 50 pL de estreptavidina-ficoeritrina em cada
poco, seguido de incubacdo em um agitador de placas por 30 min, no escuro a temperatura
ambiente. Em seguida, o conteldo dos pogos foi removido cuidadosamente, a placa lavada por
trés vezes com 200 pL de tampdo de lavagem e adicionado 150 pL de Sheath Fluid em todos os
pocos. A seguir as beads foram ressuspendidas com auxilio de um agitador de placas por 5 min
e levadas ao equipamento de Imunoensaio Multiplex Bio-plex 200. Os limites de deteccdo foram
0,19 pg/mL para IL-2; 0,12 pg/mL para IL-5; 0,11 pg/mL para IL-6 e 0,56 pg/mL para IL-10.

3.6. ANALISE DE DADOS

Os dados de quantificacdo da expressdo génica relativa foram gerados e analisados com o
Software StepOne™ and StepOnePlus™ Software versao 2.3 e do array com o Software 7500,
versdo 2.0.5 (ambos Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

Para o array os dados foram convertidos para valores de Fold Change (FC), em que o inverso
negativo (-1/x) é utilizado para valores entre 0 e 1 (por exemplo, 0,5 é convertido para -2). A
conversdo nao é feita para valores acima de 1.

A expressao dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, sendo os valores de
expressao normalizados em relagdo a genes controles endégenos (GAPDH e HPRT1). Além disso,
o modelo matematico geNorm ** foi utilizado para quantificar a express3o génica e o valor
obtido foi expresso em unidades arbitrarias (U.A.) ou valor absoluto de expressao.

As analises de citometria de fluxo foram realizadas no software FACSDIVA software (BD
Bioscience).

Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism versao
6.0 para Windows; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Para amostras com
distribuicdo normal, foi utilizado um teste T pareado e para amostras com distribuicdo nao
normal, o teste U Mann-Whitney pareado; os quais permitiu a compara¢do dos pacientes com
os controles.

Para a comparacdo entre os pacientes utilizamos o teste Anova One-way para dados
normais e para os dados com distribuicdo ndo normais o teste de Kruskal Wallis. O nivel de
significancia adotado foi P<0,05.

4. RESULTADOS

4.1. DESCRICAO CLINICA DOS PACIENTES COM MUTAGAO
GERMINATIVA EM TNFRSF13B IDENTIFICADA POR STE

O paciente P01, 20 anos, sexo masculino, filho de pais ndo consanguineos (figura 4A). Iniciou
acompanhamento clinico no Servico de Imunodeficiéncias Primarias do HC-UNICAMP aos 8
anos. Entretanto, antes disso, aos 4 anos foi submetido a amigdalectomia e adenoidectomia.
Aos 8 anos apresentou equimoses em membros inferiores, trombocitopenia, linfadenopatia,
esplenomegalia e telangectasia facial. Nesta idade a bidpsia de linfonodo e mielograma
indicaram hiperplasia linfoide reacional. Aos 10 anos iniciou terapia com Micofenolato (MMF),
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mas devido a baixa adesdo, precisou de 22 meses para resolugdo da trombocitopenia. Aos 11
anos, os niveis de IgA e IgG comecaram a diminuir e a terapia de substituicdo de IgG foi
necessaria aos 13 anos, a cada 28 dias. Apresentou nivel elevado de vitamina B12, linfécitos B
reduzidas (CD19+) e aumento de linfécitos T duplamente negativos (DNT, Double Negative T
Lymphocyte), portanto CD4 e CD8 negativos. Histdria pregressa: amigdalite de repeticdo até os
4 anos (amigdalectomia); IgG positivo para EBV.

O paciente P02, 25 anos, sexo masculino, filho de pais ndo consanguineos (figura 4B), iniciou
o acompanhamento clinico no ambulatério de imunodeficiéncias primarias do HC-UNICAMP aos
9 anos de idade. Neste periodo, apresentou linfadenopatia submandibular, o qual se disseminou
(regiGes submandibulares, cervicais, axilares e inguinais), associados a trombocitopenia, baixa
IgA, porém IgM e IgG normais, leucopenia leve e sem anemia. Bidpsia de linfonodo e mielograma
indicaram hiperplasia linfoide reacional. Em 2007, iniciou MMF, que utilizou por 20 meses, com
resolucdo da trombocitopenia. Faz uso de Imunoglobulina Intravenosa (IVIG, Intravenous
Immunoglobulin) a cada 28 dias desde os 18 anos de idade. Aos 14 anos foi suspendido MMF e
iniciou o uso de Rapamicina com efetiva reducdo dos linfonodos. Histéria pregressa: cefaleia
didria, amigdalite de repeticdo até 5 anos (amigdalectomia); varicela aos 3 anos; mononucleose
em 4 anos; sinusopatia cronica; 2 pneumonias (1 ano e 6 anos); Doenga do Refluxo
Gastroesofagico (DRGE) tratada de 11 meses a 2 anos; Herpes Zoster aos 11 anos.

O paciente P03, 22 anos, sexo masculino, filho de pais ndo consanguineos (figura 4C). O
primeiro sintoma aos 15 anos, com fenétipo clinico de trombocitopenia, sem histéria de
infeccdo, sem queixa clinica associada atual e exame fisico normal. Auséncia de IgA, ligeira
reducdo de IgG e valores normais de IgM. Linfécitos DNT elevados e niveis séricos elevados de
vitamina B12. Fez uso de MMF durante 18 meses, mas sem sucesso no tratamento da
trombocitopenia. Aos 20 anos foi necessaria terapia IVIG.

Identificamos a variante patogénica em heterozigose NM_012452chr17:
16.852.187p.Cys104Arg (p.C104R), variacdo A> G por STE nos trés pacientes e suas maes, que
foram confirmados por sequenciamento de Sanger.

A) B) 0
PO1.1-42y P01.2 - 41y P02.1-53y P02.2 — 52y P03.1 - 60y P03.1 - 59y
Proband P01.3 - 18y Proband P02.3 — 23y Proband P03.3 — 38y
PO1 - 20y P02 — 25y P03 - 22y

Figura 4: Heredograma dos pacientes.

4.2. AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA CD267 (TACI) EM
LINFOCITOS B ATRAVES DA CITOMETRIA DE FLUXO

Quando avaliamos a expressdao de CD267 (TACI) nos linfocitos B de memaria (CD19+ e
CD27+), verificamos que, comparados ao controle, os pacientes P01, P03 e todas as maes
apresentaram discreta reducdo na expressdo de CD267 na membrana, porém sem diferenca
estatistica significativa. Apesar da diferenca na média de intensidade de fluorescéncia (MFlI,
Mean Fluorescence Intensity) entre os pacientes e suas maes, ndo houve diferenca significativa
(figura 5 e 6).

Correlacionando a porcentagem de subtipos de linfocitos B com a expressdo de CD267
em linfdcitos B de memaria (CD19+ CD27+), verificamos que P02 e todas as maes apresentaram
valores de % de linfécitos B acima do grupo controle. Embora as méaes tivessem expressdes de
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CD267 abaixo do controle, elas tinham % de linfécitos B mais altas (figura 6). Sendo que
verificamos diferenca significativa apenas entre All Controls x P02: p= 0,0123; All Controls x P01
Mother: p=0,0170. Observamos também que PO1 Mother apresentou a % de linfécitos B 3 vezes
maior que seu filho (P01), havendo diferenca significativa com p=0,0421.

Na avalia¢do da % de linfécitos B de memdria, verificamos que nao ha correlagdo com a
expressdo de CD267, uma vez que P02 que apresentou alta expressdo de CD267 (MFI=794),
porém mostrou % de linfécito B de memoria inferior a P03, PO1 Mother, P02 Mother, P03
Mother e controles (figura 6).

Pudemos observar uma correlagdo dos linfocitos B de memadria CD267+ com a expressao
de CD267, uma vez que quando verificamos aumento de um o outro também aumenta. Houve
diferenca significativa entre P02 x P03: p=0,0337; P02 x P02 mother p=0,0096 (figura 6).

E importante salientar que no estudo de citometria de fluxo foi possivel avaliar o
paciente P02 apenas sem o uso do medicamento Sirolimus (SRL), o qual foi avaliado apds 2
meses de interrupcdo do tratamento (figura 7).

A % de linfécitos B CD267+ variou de acordo com a expressdao de CD267 apenas em
pacientes. Nas mdes, essas células apresentaram quantidades semelhantes as do grupo
controle, embora tivessem MF|I de CD267 muito inferior ao do grupo controle (figura 6).
Entretanto, ndo observamos diferenca significativa entre os grupos neste tipo celular.
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Figura 5: Analise dos dados de citometria de fluxo e estratégia de gates dos linfdcitos B. A) Pacientes: primeiro e segundo dot plot
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Figura 6: Correlagdo da expressdo de CD267 em linfocitos B de memaria com as porcentagens de subtipos de linfécitos B, como
linfécitos B, linfocitos B de memdria, linfocitos B CD267+ e linfocitos B de memadria CD267+. Na % de linfécitos B, All Controls x P02:
p=0,0123; All Controls x P01 Mother: p=0,0170; PO1 x PO1 Mother: p=0,0421. Na % de linfécitos B de memaria CD267+, P02 x P0O3:
p=0,0337; P02 x P02 mother p=0,0096.

4.3. ANALISE DE APOPTOSE POR CITOMETRIA DE FLUXO

O estudo da apoptose por citometria de fluxo utilizando os marcadores Anexina V e Pl nos
permitiu avaliar a % de células viaveis, % de células em apoptose (inicial e tardia) e % de células
em necrose (figura 7).

Apesar de observarmos uma discreta reducdo da % de células em apoptose tardias e necrose
em quase todos os individuos, exceto P01, quando comparados com controles, esses resultados
nao foram significativos (figura 8).
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Figura 7: Andlise de dados de apoptose por citometria de fluxo. Q1 representa as células em necrose, Q2 células em apoptose tardia,
Q3 sdo as células vidveis e Q4 sdo as células no estdgio inicial da apoptose.
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Figura 8: Resultados em porcentagem de células vidveis e apoptdticas.

4.4. EXPRESSAO GENICA ARRAY VIA EXTRINSECA

Avaliamos a expressdo de 44 genes selecionados da via extrinseca de apoptose em
amostras de 2 pacientes ndo relacionados (P01 e P02 (SRL+)) com mutacdo em TNFRSF13B.

Exceto para TNFRSF13B, a analise do STE ndo mostrou variantes em nenhum desses
genes.

Tabela 4 mostra a quantificacdo relativa (RQ) dos valores médios de FC em grupos:
Muito hiperexpresso (RQ = 2), hiperexpresso (entre 1,5 e 1,99), expressdo normal (entre -1,49 e
1,49), hipoexpresso (entre -1,5 e -1,99) e muito hipoexpresso (RQ < -2).

Embora carreguem a mesma mutacao em TNFRSF13B, o perfil de expressado é diferente.
Pois 35% dos genes no paciente PO1 sdo hipoexpressos ou muito hipoexpressos, enquanto no
paciente P02, temos apenas 21% com esse perfil. No paciente P02 aproximadamente 73% dos
genes apresentam expressdo normal, enquanto no P01, apenas 61%.

Muito Hiperexpresso (>2) 1(2%) 1(3%)
Hiperexpresso (1.5 até 1.99) 1(2%) 2 (5%)
Expressdo Normal (entre -1.49 até 1.49) 25 (61%) 29 (73%)
Hipoexpresso ( -1.5 até -1.99) 8 (20%) 5(13%)
Muito Hipoexpresso (<-2) 6 (15%) 3 (8%)

Tabela 4: Quantificagdo relativa dos genes da via extrinseca da apoptose em P01 e P02 (SRL+), previamente examinados
no array. Muito hiperexpresso (FC>2), hiperexpresso (1,99 > FC > 1,5), expressdo normal (1,49 > FC > 0,67), hipoexpresso (-1,5 < FC
>-1,99) e muito hipoexpresso (FC < 2) no array da via extrinseca.

Os genes BAX (BCL2-associated X protein), CASP2, CASP9 (Caspase 9), CHUK (Conserved
Helix-loop-helix Ubiquitous Kinase), DAXX (Death-domain Associated Protein), DIABLO (Diablo,
IAP-binding mitochondrial protein), IKBKG (Inhibitor of Kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells, Kinase Gamma), NFKB2 (Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 2), NFKBIA (Nuclear Factor of Kappa light polypeptidegene enhancer in B-cells inhibitor,
Alpha), NGFR (Nerve Growth Factor Receptor), TNF, TNFRSF10A (Tumor Necrosis Factor
Receptor Superfamily member 10a), TNFRSF10B (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily
member 10b), TNFRSF1A (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 1A), TNFRSF25
(Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member 25), TNFRSF6B (Tumor Necrosis Factor
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Receptor Superfamily member 6b), TNFSF10 (Tumor Necrosis Factor superfamily member 10),
TP53 e TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2) apresentaram expressao normal em ambos os
pacientes (anexo 1).

O HeatMap mostrado na figura 9 ilustra uma visdo geral dos valores médios de FC na
expressdo dos genes em relacdo ao FC médio do grupo de controle.

B
-4.0 0.0 4.0
P01 P02 (SRL+) PO1 P02 (SRL+)

185 MAF3KS
ACTE MABRE
ARAF] MAPKS
BAX NFEEL
BCLD NFEEZ
BID NFEBTA
BIRCZ NGE
BIRC3 HGFR
CASED PARPL
CASE3 RELA
CASET THF
CASER THERIF10A
CASEY THFRSFL0E
CFLAR THERAFLOC
CHUR THFRAFLOD
DAXX THFRSFLA
DIAELO THFRIFZL
FADD THEREFZS
Fag THFRSFGE, RTELL
FASLG THESFL0
IKEKR TES3
IKBRG TRAFZ

Figura 9: HeatMap dos genes envolvidos com a via extrinseca da apoptose. Tons de vermelho representam alta expressdo e tons
verdes representam baixa expressdo. Tons proximos ao preto apresentam expressdo normal. Cinza representam andlise ndo
realizada.

Os genes estudados foram agrupados de acordo com sua fungao e estrutura.

Genes da familia CARD, MAPK e IAP (Inhibitors of Apoptosis Proteins) apresentaram 100% de
discordancia na expressdo de PO1 e P02 (SRL+). O grupo “Others” e a familia do TNF e TNFR
foram os que apresentaram menor indice de discordancia, 20% e 38%, respectivamente (figura
10).

APAF1 que pertence a familia de genes contendo o Dominio de Recrutamento da Caspase
(CARD, Caspase Recruitment Domain Containing), foi hipoexpresso apenas em P01, resultado
consistente com RT-qPCR (Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction)
(tabela 5 e anexo 1).

Entre os membros da familia BCL2 (BAX, BCL2 e BID) - via regulatdria - apenas o gene BCL2
apresentou muito hipoexpresso para P01, e o gene BID (BH3 Interacting Domain Death Agonist)
foi muito hiperexpresso para P02 (SRL+) (tabela 5 e 6 e anexo 1).

Além disso, ambos os pacientes apresentavam niveis muito baixos de um dos reguladores
negativos da apoptose da familia das proteinas inibidoras da apoptose (IAP, Inhibitors of
Apoptosis Proteins), BIRC2 (Baculoviral IAP Repeat Containing 2) para P02 e BIRC3 (Baculoviral
IAP Repeat Containing 3) para PO1 (tabela 5 e 6 e anexo 1).

Ao avaliar a expressdo génica das caspases, encontramos CASP8 (Caspase 8) hipoexpresso
para ambos, sendo PO1 muito hipoexpresso e P02 apenas hipoexpresso; CFLAR (CASP8 and
FADD Like Apoptosis Regulator) que faz parte da cascata que regula a atividade de CASPS e,
consequentemente, um regulador negativo da apoptose, foi hipoexpresso apenas para P01; e
CASP3 (Caspase 3) foi muito hiperexpressos e CASP7 (Caspase 7) foi hiperexpressos para P01
(tabela 5 e 6 e anexo 1).
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Entre os genes da cascata de sinalizagdo MAPK, o gene MAP3K5 (Mitogen-Activated Protein
Kinase kinase kinase 5) foi encontrado para ser ligeiramente hiperexpresso em P02, no entanto,
MAPKS8 (Mitogen-Activated Protein Kinase 8) e MAPK9 (Mitogen-Activated Protein Kinase 9)
foram hipoexpressos para P01 (tabela 5 e 6 e anexo 1).

No grupo da via de sinalizagdao NFkB ndo encontramos genes com expressdo acima do
normal, NFKB1 (Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1), RELA e
IKBKB (Inhibitor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, Kinase Beta) estavam com
baixa expressdo em P01 e NGFR, RELA também com hipoexpressdao e muita hipoexpressao
respectivamente para P02. E importante notar que a expressdo de RELA no paciente P02
apresentou uma expressao extremamente baixa (FC=-149,40), a expressdo mais baixa de todo
o0 ensaio (tabela 5 e 6 e anexo 1).

Quando avaliamos os genes da superfamilia TNF e TNFR, encontramos uma prevaléncia de
genes hipoexpressos ou muito hipoexpressos. TNFRSF10C (Tumor Necrosis Factor Receptor
Superfamily member 10c), TNFRSF10D (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily member
10d), TNFRSF21 e FASLG no paciente PO1 e FADD (Fas Associated via Death Domain), FAS e
FASLG para P02, exceto para o gene TNFRSF10D que foi ligeiramente hiperexpresso em P02
(tabela 5 e 6 e anexo 1).

Dos outros genes, como DAXX, DIABLO, PARP1 (PolyADP-ribose Polymerase 1), TP53 e
TRAF2, apenas PARP1 foi hipoexpresso para P02 (tabela 5 e 6 e anexo 1).

PO1 x PO2 (SRL+)
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B % discordant B % concordant

Figura 10: Resultados dos indices de concordancia e discordancia da expressdo génica da via extrinseca da apoptose, entre
os pacientes avaliados por familias de genes no array.
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Muito . Expressao . Muito
. Hiperexpresso Hipoexpresso .
Hiperexpresso (1.5 and 1.99) Normal (- (-1.5 2-1.99) Hipoexpresso
(=2) ' ' 1.49 a 1.49) ' ’ (=-2)
CARD family 0 0 0 1 0
Bcl-2 family 0 2 0 1
Caspases 1 1 2 1 1
NFkB signaling
pathway 0 0 5 2 1
TNF and TNFR
pathway 0 0 9 1 3
MAPK signaling
cascade 0 0 1 2 0
IAP family 0 0 1 1 0
Outros 0 0 0 0
Total 1 1 25 8 6
Tabela 5: Expressdo génica da via extrinseca da apoptose no paciente PO1 separado por familias de genes.
Muito . Expressao . Muito
. Hiperexpresso Hipoexpresso .
Hiperexpresso (1.5 and 1.99) Normal (- (-1.5 a-1.99) Hipoexpress
(=2) ’ ’ 1.49 a 1.49) ’ ’ o (£-2)
CARD family 0 0 1 0 0
Bcl-2 family 1 0 2 0
Caspases 0 0 5 1 0
NFkB
signaling 0 6 1 1
pathway 0
TNF and TNFR
pathway 0 1 9 2 1
MAPK
signaling
cascade 0 1 1 0 0
IAP Family 0 0 1 0 1
Outros 0 0 4 1 0
Total 1 2 29 5 3

Tabela 6: Expressdo génica da via extrinseca da apoptose no paciente P02 (SRL+) separado por familias de genes.

4.5. EXPRESSAO GENICA ARRAY VIA INTRINSECA E EXTRINSECA

Para a amplificacdo de nossos testes, realizamos ensaios com a placa TagMan® Array 96-
well Human Apoptosis, os genes analisados sdao de ambas as vias da apoptose, a via regulada
pelos receptores de morte e a via da familia BCL-2. Para este ensaio foi possivel testar o paciente
P02 em dois momentos, um deles com SRL (P02 (SRL+)) e o outro sem SRL (P02) apds 2 meses
de interrupcdo. Com isso, foi possivel avaliar a interferéncia desse farmaco na expressdo dos
genes de ambas as vias de apoptose. Os outros dois pacientes PO1 e PO3 ndo fizeram uso dessa
droga para avaliacao.

Exceto para TNFRSF13B, a andlise do exoma ndo mostrou variantes em nenhum desses
genes.

Ao avaliar a expressdo de genes de ambas as vias para P01 e P02 (SRL+), o perfil é
semelhante ao ensaio anterior da via extrinseca. PO1 tem uma quantidade maior de genes
desregulados (34,4%) em relacdo a P02 (SRL+) (12,6%). Hd uma incidéncia maior de genes
hipoexpressos ou muito hipoexpressos no P01 (18%) do que em P02 (SRL +) (3%) (tabela 7).
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Porém, ao avaliar P02 (SRL-), encontramos um aumento na quantidade de genes desregulados
(24%). Embora P03 tenha sido o individuo menos sintomatico, apresentou 71,1% dos genes
desregulados.

Muito Hiperexpresso (>2) 8(9,2%) 2(2,3%) 3(3,4%) |27 (31,0%)
Hiperexpresso (1.5 até 1.99) 7 (8,0%) 6 (6,9%) 10 (11,5%) | 15 (17,2%)
57
E aoN | (-1.49 até 1.49 9 9
xpressdo Normal ( até 1.49) (65,5%) 76 (88,5%) | 66 (75,9%) 25 (28,7%)
. , 12
Hipoexpresso (-1.5 até -1.99) (13,8%) 0 (0%) 3(3,4%) 3 (3,4%)
Muito hipoexpresso (£-2) 3 (3,4%) 3(3,4%) 5(5,7%) 17 (19,5%)

Tabela 7: Quantificacdo relativa dos genes de ambas as vias da apoptose em P01, P02 (SRL+ e SRL-) e P03, previamente examinados
no array. Muito hiperexpresso (FC>2), hiperexpresso (1,99 > FC > 1,5), expressdo normal (1,49 > FC > 0,67), hipoexpresso (-1,5 < FC
>-1,99) e muito hipoexpresso (FC < 2).

Quando comparamos a expressao dos genes das duas vias da apoptose para o paciente
P02 com e sem SRL o perfil apresenta-se mais desregulado sem o medicamento. Cerca de 88%
dos genes apresentaram expressao normal no individuo com o SRL, mas com a retirada do
medicamento houve diminui¢do de 12,6% na expressao normal dos genes (tabela 7).

O HeatMap mostrado na figura 11 ilustra uma visdo geral dos valores médios de FC na
expressdo do gene em relacdo ao FC médio do grupo de controle.

Como essa placa cobre as vias intrinseca e extrinseca, 30 genes ja haviam sido
quantificados anteriormente. Eles sdao APAF1, BAX, BCL2, BID, BIRC3, CASP2, CASP3, CASP7,
CASP8, CASP9, CFLAR, CHUK, DIABLO, FADD, FAS, FASLG, IKBKB, IKBKG, NFKB1, NFKBIA, NFKB1,
NFKB2, REL (REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit), TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSFIA,
TNFRSF21, TNFRSF25 e TNFSF10. Embora tenhamos utilizado as mesmas amostras para P01 e
P02 (SRL+), 11 genes (BID, BIRC2, CASP3, CASP8, CFLAR, FADD, FAS, FASLG, IKBKB, NFKB1 e RELA)
apresentaram perfil de expressao diferente dos resultados anteriores (anexo 1 e 2).
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Figura 11: HeatMap dos genes envolvidos com a via intrinseca e extrinseca da apoptose. Tons de vermelho representam alta

expressdo e tons verdes representam baixa expressdo. Tons préximos ao preto apresentam expressdo normal. Cinza representam
analise ndo realizada.

Dos genes quantificados neste array temos os da familia CARD, os quais encontramos
alterados o APAF1, BCL10 (B Cell CLL/Lymphoma 10), CARD6 (Caspase Recruitment Domain
Family Member 6), CARD9 (Caspase Recruitment Domain Family Member 9) e PYCARD (PYD And
CARD Domain Containing). APAF1 e BCL10 mostraram um perfil de hipoexpressdo e CARD6
muito hipoexpresso em P01. Para P03, os genes BCL10 e CARD6 estavam muito hipoexpressos,
mas APAF1, CARD9 e PYCARD mostraram-se muito hiperexpressos. Enquanto P02 (SRL+) ndo
apresentou desregulacdo nesta familia de genes. Quando avaliamos P02 SRL-, encontramos leve
hipoexpressdao em CARD6 (tabelas 8-11 e anexo 2).

E os genes da familia Bcl-2 mostraram-se desregulados em todos os pacientes. Em P01
BAD (BCL2 associated agonist of cell death), BAK1(BCL2 Antagonist/Killer 1), BCL2L11 (BCL2 Like
11), BCL2L13 (BCL2 Like 13), BCL2L14, BCL2L1 e BNIP3L (BCL2 Interacting Protein 3 Like) sdo
hiperexpressos ou muito hiperexpressos, e BCL2A1 (BCL2 Related Protein Al) e BCL2
hipoexpressos e muito hipoexpressos, respectivamente. Em P02 (SRL+) temos uma
predominancia de hiperexpressdo ou muito hiperexpressao com BAK1, BCL2A1, BCL2L1, BCL3 (B
Cell CLL/Lymphoma 3) e BNIP3L. Apenas o gene BOK foi muito hipoexpresso nesta familia de
genes para P02 (SRL+). O mesmo paciente sem a droga (P02) também apresentou
predominancia de hiperexpressao com BAX, BCL2L11, BCL2L13 e BNIP3L, exceto o gene BOK que
se mostrou muito hipoexpresso. Quando avaliamos P03 também encontramos uma
predominancia do perfil alto, com BAD, BAX, BBC3 (BCL2 Binding Component 3), BCL2L11,
BCL2L13, BCL2L14, BCL3, BID e BNIP3L, apenas 2 genes desta familia foram muito hipoexpressos,
BAK1 e BNIP3 (BCL2 Interacting Protein 3) (tabelas 8-11 e anexo 2).
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Avaliando os genes da via de sinalizagdo NFkB, encontramos poucas altera¢ées em P01,
onde RELA e NFKBIZ (NFKB Inhibitor Zeta) foram hipoexpressos. Em P02 NFKBIZ, RELB (RELB
Proto-Oncogene, NF-KB Subunit) e NFKB2 estavam hiperexpressos e CHUK muito hipoexpresso.
No entanto, o paciente P03 mostrou um perfil de expressao completamente elevado de genes
da via de sinalizacdo NFkB, com IKBKG, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIE (NFKB Inhibitor Epsilon)
e RELB muito hiperexpressos e RELA e REL foram hiperexpressos, entretanto CHUK muito
hipoexpresso (FC-27,03) (tabelas 8-11 e anexo 2).

Os genes da familia IAP foram alterados principalmente em P01 e P03. Em P01 BIRC2,
BIRC5 (Baculoviral IAP Repeat Containing 5) e BIRC8 sdo muito hiperexpressos e hiperexpressos
respectivamente, enquanto BIRC3 e BIRC6 (Baculoviral IAP Repeat Containing 6) sdo
hipoexpressos. Em P03, seis genes desta familia mostraram-se desregulados, BIRC3
hipoexpresso e BIRC2, BIRC8 e XIAP (X-Linked Inhibitor Of Apoptosis) muito hipoexpressos. BIRC5
apresentou muito hiperexpresso e BIRC6 hiperexpresso. Enquanto no P02 (SRL+) apenas o BIRC8
mostrou-se muito hiperexpresso. Para P02 apenas um gene da familia IAP apresentou
desregulacdo, o BIRC3 que foi hiperexpresso (tabelas 8-11 e anexo 2).

As caspases apresentam um perfil de expressdo normal em P02 (SRL+). Em P02 apenas
CASP9 apresentou hiperexpressdo. Em P01 foi observada uma mudanga na expressao génica,
CASP5 (Caspase 5) foi muito hipoexpresso, CASP7 muito hiperexpresso e CASP8 foi
hipoexpresso. O P03 mostrou-se mais alterado para as Caspases com CASP1 (Caspase 1), CASP2,
CASP7, CASP9, CASP10 (Caspase 10) e CFLAR muito hiperexpressos e CASP3, CASP5, CASP8SAP2
e CASP8 muito hipoexpressos e CASP4 (Caspase 4) hipoexpresso (tabelas 8-11 e anexo 2).

Quando analisamos genes relacionados a via do receptor de morte (TNFR), encontramos
FAS e TRADD (TNFRSF1A Associated Via Death Domain) hiperexpressos em P01, porém FASLG
hipoexpresso e TNFRSF21 muito hipoexpresso. FASLG apresentou-se muito hipoexpresso em
P02 com ou sem a droga, entretanto TRADD mostrou-se desregulado (hiperexpresso) apenas
em P02 (SRL+). Semelhante ao P01, o P02 apresentou TNFRSF21 com expressdao muito baixa.
Dois outros genes foram muito hiperexpressos em P02 sdao TNFRSF10A e TNFRSF10B. Quando
observamos o perfil de PO3 para a via do receptor do receptor (TNFR), encontramos muitos
genes alterados, sendo FAS, FASLG, LTB (Lymphotoxin Beta), TNF, TNFRSF1B (TNF Receptor
Superfamily Member 1B), TNFSF10 e TRADD com expressdo acima do normal. E LTA
(Lymphotoxin Alpha), TNFRSF10B, TNFRSF1IA e TNFRSF21 mostraram expressdo abaixo do
normal (tabelas 8-11 e anexo 2).

A familia NLR apresentou desregulacdo em P01, P02 e P03, sendo NOD1 (Nucleotide
Binding Oligomerization Domain Containing 1) e NOD2 (Nucleotide Binding Oligomerization
Domain Containing 2) hiperexpressos e muito hiperexpressos respectivamente para P02 e NAIP
(NLR Family Apoptosis Inhibitory Protein), NOD1 e NOD2 também em niveis elevados para P03.
Em P01 o NLRP1 (NLR Family Pyrin Domain Containing 1) mostrou-se hipoexpresso e o NOD2
hiperexpresso (tabelas 8-11 e anexo 2).

Outros genes relacionados a apoptose, como BCAP31(B Cell Receptor Associated Protein
31), DAPK1 (Death Associated Protein Kinase 1), DEDD2 (Death Effector Domain Containing 2),
DEDD (Death Effector Domain Containing), DIABLO, CRADD (CASP2 And RIPK1 Domain
Containing Adaptor With Death Domain), HIP1 (Huntingtin Interacting Protein 1), HTRA2 (HtrA
Serine Peptidase 2), IFT57 (Intraflagellar Transport 57), LRDD (P53-Induced Death Domain
Protein 1), PEA15 (Proliferation And Apoptosis Adaptor Protein 15) e PMAIP1 (Phorbol-12-
Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1) também foram avaliados. Encontramos desregulacdo
em DAPK1 e IFT57 no paciente P02 (SRL+) e DAPK1, DIABLO e PMAIP1 no P02; DEDD e PMAIP1
para PO1; BCAP31, DEDD, DEDD2, LRDD, RIPK1 (Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 1)
e RIPK2 (Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 2) para P03 (tabelas 8-11 e anexo 2).
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Muito Hiperexpresso Expressao Hipoexpresso Muito
. Normal (-1.49 i Hipoexpresso
Hiperexpresso (22) (1.5 and 1.99) 21.49) (-1.5a-1.99) (<-2)
CARD family 0 0 2 2 2
Bcl-2 family 5 2 9 1 1
Caspases 1 0 9 1 0
NFkB
signaling 0 12 2 0
pathway 0
TNF and
TNFR
pathway 0 2 10 1 1
NLR family 0 1 2 1 0
IAP family 2 1 1 2 0
Outros 0 1 12 1 0
Total 8 7 57 11 4

Tabela 8: Expressdo génica das via extrinseca e intrinseca da apoptose no paciente PO1 separado por familias de genes.

Muito Hiperexpresso Expressdo Hipoexpresso Muito
Hiperexpresso Normal (-1.49 i Hipoexpresso (<-
(>2) (1.5 and 1.99) 21.49) (-1.5a-1.99) 2)
CARD family 0 0 5 0 0
Bcl-2 family 4 12 0 1
1
Caspases 0 0 12 0 0
NFkB
signaling 0 14 0 0
pathway 0
TNF and TNFR
pathway 0 1 12 0 1
NLR family 0 0 4 0 0
IAP family 1 0 5 0 0
Outros 0 1 12 0 1
Total 2 6 76 0 3

Tabela 9: Expressdo génica das vias extrinseca e intrinseca da apoptose no paciente P02 (SRL+) separado por familias de genes.

Muito Hiperexpresso Expressdo Hipoexpresso Muito
Hiperexpresso Normal (-1.49 a Hipoexpresso
(22) (1.5 and 1.99) 1.49) (-1.5a-1.99) (<-2)
CARD family 0 0 3 1 0
Bcl-2 family 4 13 0 1
0
Caspases 0 1 11 0 0
NFkB
signaling 1 10 0 1
pathway 2

TNF and TNFR
pathway 0 2 10 0 2
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NLR family 1 1 2 0 0
IAP family 0 1 5 0 0
Outros 0 0 11 2 1
Total 3 10 66 3 5

Tabela 10: Expressdo génica das vias extrinseca e intrinseca da apoptose no paciente P02 separado por familias de genes.

Muito Hiperexpresso 2T Hipoexpresso Muito
Hiperexpresso Normal (-1.49 a Hipoexpresso
(>2) (2.5 and 1.99) 1.49) (-1.5a-1.99) (<-2)
CARD family 3 0 0 0 2
Bcl-2 family 3 7 0 2
6
Caspases 6 0 1 1 4
NFkB
signaling 2 5 0 1
pathway 6
TNF and TNFR
pathway 5 2 3 1 3
NLR family 2 1 1 0 0
IAP family 1 1 0 1 3
Outros 0 4 8 0 2
Total 29 13 25 3 17

Tabela 11: Expressdo génica das vias extrinseca e intrinseca da apoptose no paciente P03 separado por familias de genes.

Dos 30 genes desregulados em P01, os genes BAD, BAK1, BCL2L11, BCL2L13, BCL2L14,
BCL2L1, BIRC2, BIRC5, BIRC8, BNIP3L, CASP7, DEDD, FAS, NOD2 e TRADD mostraram expressao
acima do normal. E os genes com expressao abaixo do normal foram: APAF1, BCL10, BCL2A1,
BCL2, BIRC3, BIRC6, CARD6, CASP5, CASP8, FASLG, NFKBIZ, NLRP1, PMAIP1, RELA e TNFRSF21
(tabela 7 e anexo 2).

E dos 11 genes desregulados em P02 (SRL +), os genes BAK1, BCL2A1, BCL2L1, BCL3, BIRCS,
BNIP3L, IFT57 e TRADD apresentaram expressdo acima do normal. Enquanto, apenas BOK,
DAPK1 e FASLG apresentaram expressdo abaixo do normal (tabela 7 e anexo 2).

Dos 21 genes desregulados no paciente P02, os genes BAX, BCL2L11, BCL2L13, BIRC3,
BNIP3L, CASP9, NFKB2, NFKBIZ, NOD1, NOD2, RELB, TNFRSF10A e TNFRSF10B mostraram
expressao acima do normal e os genes BOK, CARD6, CHUK, DAPK1, DIABLO, FASLG, PMAIP1 e
TNFRSF21 estavam com expressado abaixo do normal (tabela 7 e anexo 2).

O paciente P03 apresentou grande quantidade de genes desregulados, totalizando 62
genes, sendo os genes APAF1, BAD, BAX, BBC3, BCAP31, BCL2L11, BCL2L13, BCL2L14, BCL3, BID,
BIRC5, BIRC6, BNIP3L, CARDY, CASP10, CASP1, CASP2, CASP7, CASP9, CFLAR, DEDD2, DEDD, FAS,
FASLG, IKBKG, LRDD, LTB, NAIP, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIE, NOD1, NOD2, PYCARD, RELA,
RELB, REL, TNF, TNFRSF1B, TNFSF10 e TRADD com expressao acima do normal e os genes BAK1,
BCL10, BIRC2, BIRC3, BIRC8, BNIP3, CARD6, CASP3, CASP4, CASP5, CASP8AP2, CASP8, CHUK, LTA,
RIPK1, RIPK2, TNFRSF10B, TNFRSF1A, TNFRSF21 e XIAP com expressao abaixo do normal (tabela
7 e anexo 2).

Apenas os genes BCL2L2 (BCL2 Like 2), BIK (BCL2 Interacting Killer), CASP6, CRADD,
FADD, HIP1, HTRA2, IFT57, IKBKB, IKBKE (Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit
Epsilon), MCL1 (MCL1 apoptosis regulator, BCL2 family member), NFKBIB (NFKB Inhibitor Beta),
PEA15, TBK1 (TANK Binding Kinase 1) e TNFRSF25 apresentaram expressao normal em todos os
pacientes (anexo 2).
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Apenas dois genes foram igualmente desregulados nos trés pacientes sem SRL BCL2L11
e TNFRSF21 (anexo 2).

Nenhum gene foi igualmente desregulado quando comparamos o paciente P02 (SRL +)
com P01 e PO3 (anexo 2).

Avaliamos também quanto a concordancia e discordancia da expressdo dos genes e
verificamos que em P02 (SRL +) e P02, encontramos o maior indice de genes concordantes (63
genes - 71,6%), todos esses genes concordantes apresentaram expressao normal exceto BNIP3L
(hiperexpresso), BOK (muito hipoexpresso), DAPK1 (muito hipoexpresso), FASLG (muito
hipoexpresso) (figura 12 e anexo 2).

Quando avaliamos a expressdo génica nos trés pacientes sem interferéncia da droga,
encontramos discrepancia na expressdao de 71 genes (80,7%). Dos 17 genes (19,3%)
concordantes, 15 apresentaram expressdao normal, podendo-se concluir que esses genes nao
sdo afetados pela mutacdo no TNFRSF13B. Apenas BCL2L11 e TNFRSF21 apresentaram perfil de
expressdo alterado igualmente entre os trés individuos, sendo hiperexpresso e muito
hipoexpresso, respectivamente (figura 12 e anexo 2).

O indice de concordancia entre PO1 e P02 foi de 55,7%, equivalente a 49 genes, sendo
também maior prevaléncia de perfil normal (figura 12), exceto BCL2L11 (hiperexpresso),
TNFRSF21 (muito hipoexpresso) e PMAIP1 (hipoexpresso) (figura 12 e anexo 2).

Comparando dois pacientes com fendtipos muito diferentes, P02 fendtipo grave e P03
fendtipo leve, ha discordancia de expressdo génica em 72,7% (64 genes) (figura 12). Apenas 24
genes foram concordantes entre eles, porém somente 4 genes apresentaram perfil igualmente
alterado, BCL2L11 (hiperexpresso), CHUK (muito hipoexpresso), NOD2 (muito hiperexpresso) e
TNFRSF21 (muito hipoexpresso) (anexo 2).

A comparacdo entre P01 (fendtipo moderado) e P03 (fendtipo leve) mostrou um indice
de discordancia menor, 65,9% (58 genes) (figura 12). Dos 30 genes (34,1%) concordantes na
comparacdo de PO1 e P03, 11 ndo apresentaram perfil de expressdo normal. Sdo eles: BCL2L11
(hiperexpresso), BCL2L13 (muito hiperexpresso), BCL2L14 (muito hiperexpresso), BIRC3
(hipoexpresso), BIRC5 (muito hiperexpresso), BNIP3L (muito hiperexpresso), CARD6 (muito
hipoexpresso), CASP5 (muito hipoexpresso), CASP7 (muito hiperexpresso), DEDD
(hiperexpresso) e TNFRSF21 (muito hipoexpresso) (anexo 2).

PO1 x P02 P02 (SRL+) x P01 x P02 P02 (SRL-) x PO1 x PO3 PO1 x P02
(SRL-) x P03 P02 (SRL-) (SRL-) P03 (SRL+) (plate

extrinsic

pathway)

B % discordant genes M % concordant genes

Figura 12: Avaliagdo da concordancia e discordancia na expressdo génica entre os pacientes no array da via intrinseca e
extrinseca da apoptose.

Quando os genes foram agrupados de acordo com sua func¢do e estrutura, encontramos
maior concordancia entre os genes da via de sinalizagdo NFkB (29%) e outros genes (36%) em
P01 x P02 x PO3 (figura 13A).

Porém, em P02 x PO2 (SRL+) a maior concordancia ocorreu na familia das caspases (92%),
seguida da familia CARD (80%) (figura 13B).
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Entre os pacientes com perfil moderado (PO1) e grave (P02) o maior indice de
discordancia ocorreu na familia IAP (83%) e NRL (75%). E maior concordancia no grupo outros
genes, com 79% (figura 13C).

Na comparacdo dos pacientes com fendtipos extremos, P02 (grave) e P03 (leve)
verificamos 100% de discordancia na expressdo dos genes das familias CARD e IAP, além da
familia das Caspases que também mostraram indices elevados de discordancia (92%) (figura
13D).

Paciente com perfil moderado (P0O1) comparado com o de perfil leve (P03) mostraram
altos indices de discordancia na familia de genes NLR (100%), CARD (80%) e Caspases (75%)
(figura 13E).
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Figura 13: Resultados dos indices de concordancia e discordancia da expressdo génica entre os pacientes avaliados por familias de
genes no array da via intrinseca e extrinseca da apoptose. A) PO1 x P02 x PO3. B) P02 (SRL+) x P02. C) PO1 x P02. D) P02 x P03. E)
PO1 x PO3.
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4.6. EXPRESSAO GENICA UNICA (SINGLE GENE EXPRESSION)

Selecionamos alguns genes com expressao alterada no array para analisarmos a sua
expressao individualmente.

A Figura 14 mostra os resultados das expressdes relativas de APAF1, CASP2, FAS, FASLG,
IL10, ILIORA, BCL2, BCL2L1(L), BCL2L14(S), BIRC8, BOK, TNFRSF21, TNFRSF13B e TP53, para 0s
pacientes P01, P02 (SRL+), P02 e P03 comparados com grupo controle. Hipoexpressdo foi
definido quando os valores estavam abaixo de 50% dos valores do grupo controle. E
hiperexpressdao quando os valores estavam acima de 50% dos valores do grupo de controle.
Além disso, diferencas significativas entre os pacientes e o controle também foram consideradas
hiperexpressos ou hipoexpressos. Para a analise de quantificagdo relativa do mRNA, os dados
do paciente foram comparados aos grupos controle (n = 5). Usamos a combinacdo de GAPDH e
HPRT1 como gene de referéncia.

PO1 apresentou hiperexpressdo dos genes prdoapoptéticos BCL2L14, e BOK e o gene
antiapoptoticos BCL2L1 e BIRCS8; os genes préapoptoéticos hipoexpressos foram TP53, TNFRSF21
e o gene antiapoptdtico BCL2 além de TNFRSF13B (gene proapoptotico e antiapoptotico). Estes
resultados foram condizentes com o ensaio de array para os seguintes genes: BCL2L14, BCL2L1,
BIRC8, TNFRSF21 e BCL2 (figura 14 e anexos 1 e 2).

P02 (SRL+) mostrou hiperexpressdo em TP53 (prdapoptético), BCL2L1 (antiapoptdtico)
e BIRCS (anti apoptdtico); e hipoexpressdo dos genes proapoptdticos FASLG, BOK e TNFRSF21.
Estes resultados foram condizentes com o ensaio de array para os seguintes genes: BCL2L1,
BIRCS8, FASLG e BOK (figura 14 e anexos 1 e 2).

P02 apresentou hiperexpressdo de TP53 (préapoptética), IL10 (pro-apoptotica), BCL2L1
(antiapoptdtica) e BIRC8 (antiapoptdtica); além de hipoexpressdo dos genes prdapoptdticos
ILI0RA e BOK. Apenas o gene BOK apresentou expressao no ensaio de array, entretanto nao
foram testados no array os genes TP53, IL10 e IL10RA (figura 14 e anexo 2).

E paciente P03, observamos hiperexpressdo nos seguintes genes préapoptoticos, FASLG
e BCL2L14; e foi observado que o gene IL10 proapoptdtico estava hipoexpresso (figura 14).
Ambos os genes, FASLG e BCL2L14 também analisados por array mostraram o mesmo resultado
(figura 14 e anexo 2).

Embora todos os pacientes em nosso estudo tivessem uma mutacdao TNFRSF13B,
curiosamente apenas em P01, que apresenta o fenétipo moderado, mostrou a expressao deste
gene hipoexpresso (figura 14).
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Figura 14: Expressdo relativa dos genes APAF1, TP53, FAS, FASLG, IL10, IL10RA, BCL2, BCL2L1, BCL2L14, BIRC8, BOK, TNFRSF21,
CASP2 e TNFRSF13B. A cor vermelha representa genes hiperexpressos, a cor cinza representa genes com expressao normal e a cor
verde representa hipoexpressdo. As linhas vermelha e verde sdo os pontos de corte para hiperexpressdo e hipoexpressdo
respectivamente. * P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001; ****P<0.0001.

4.7. DOSAGEM DE CITOCINAS

A Figura 15 mostra os dados dos niveis plasmaticos de citocinas em pacientes com
mutacdo no gene TNFRSF13B e seu respectivo grupo controle.

Das 6 citocinas analisadas (IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-B) apenas 3 delas detectaram
diferencas significativas, IL-8, IL-2 e IL-5. Observamos que o P01 apresentou baixa dosagem de
IL-8, o que diferiu significativamente dos controles (P = 0,0079) e da mde (P01 Mother) (P =
0,0282). Niveis inferiores ao esperado também ocorreram com P02 na dosagem de IL-2, que
diferiu significativamente do grupo controle (P = 0,0167), de P03 (P = 0,0235), além da prdpria
mae (P02 Mother) (P =0,0235). Por fim, IL-5, em que P01 apresentou resultados bem abaixo do
grupo controle (P = 0,0124) (figura 15).
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Figura 15: Niveis de citocinas plasmaticas nos pacientes e em suas mdes com mutagdo no gene TNFRSF13B. Dados sdo
apresentados como mediana. Valores limite de detec¢do em pg/mL: IL-2, 0.19; IL-5, 0.12; IL-6, 0.11; IL-8, 0.13; IL-10, 0.56; TGF-
beta, 31. @: ndo detectado ou abaixo do limite de detecgdo. * P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001.

5. DISCUSSAO

Nos erros inatos da imunidade, além da etiologia monogénica fenébmenos genéticos
como epigenética, epistasia, tipos de mutagao, ganhos ou perdas de fungdo, haploinsuficiéncia,
mosaicismo, muta¢des somaticas, mutagdes de novo e outros interferem no fendtipo da doenca.
As trés familias estudadas possuem seis individuos com a mesma variante em TNFRS13B mas
com expressao clinica heterogénea.

A haploinsuficiéncia ocorre quando a quantidade reduzida do gene “normal” ndo é
suficiente para produzir um fendtipo normal. Assim, individuos com o mesmo gendtipo podem
ter desde formas mais leves até graves. Esse fendmeno é conhecido como expressao variavel.
Além disso, quando portadores do gene mutado ndo expressam o fendtipo da doenca
(assintomaticos), determina-se a penetrancia incompleta #, fendmeno que constata ou n3o a
presenca da doenca, independente da expressividade dela.

E plausivel que a interacdo entre esses fatores explique melhor porque uma mutagdo
idéntica pode resultar em diferentes condi¢Ges clinicas que trazem grande complexidade a esse
fendbmeno. Mesmo com o enorme progresso na compreensdo da genética dos EllH, varias

|”
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questdes permanecem desconhecidas *. Entretanto, os mecanismos pelos quais essas

mutac¢des no estado heterozigoto afetam a funcdo do TACI n3o s3o conhecidos %.

Estudos anteriores propuseram duas opgdes para explicar o efeito deletério da mutacao
heterozigdtica p.C104R na fungdo dos linfocitos B. Um refere-se a haploinsuficiéncia porque uma
cépia normal do TACI pode n3o ser suficiente para o funcionamento adequado 3, conforme ja
foi sugerido por Lee JJ; et al. 2010 em seu estudo %°. No entanto, von Bulow, GU; et al. 2001,
mostraram que camundongos com uma Unica cdpia do gene TACI tém um fendtipo normal %,
argumentando fortemente que a haploinsuficiéncia de TACI pode ndo causar disfungdo de
linfécitos B #°. Alternativamente, o mutante p.C104R pode atuar como um dominante negativo
e interferir na funcdo do alelo normal %, sugerindo um padrdo de heranca autossémica
dominante .

A haploinsuficiéncia com expressividade varidvel explica como os pacientes P01, P02 e
P03, apesar de apresentarem o mesmo genadtipo, possuem fendtipos bem diferentes, sendo P01
fendtipo moderado, P02 grave e P03 leve. Entretanto, as mdes assintomaticas podem ser
justificadas pela penetrancia incompleta, onde apresentam o mesmo gendtipo dos filhos,
entretanto com fendtipos normais, independentemente se a heranga é autossémica recessiva
ou dominante.

J4 foi descrito que a mutacdo p.Cl104R no gene TNFRSF13B ¢é considerada
haploinsuficiente %%, com penetrancia incompleta e expressdo variavel 32,

TACI regula a fungdo de BCR (Breakpoint Cluster Region), TLR7 (Toll Like Receptor 7) e
TLR9 (Toll Like Receptor 9). Estes podem estar envolvidos no reconhecimento de autoantigenos
e tolerancia central de linfécitos B. Portanto, as muta¢des do gene TNFRSF13B prejudicam a
tolerancia central de linfécitos B, resultando em uma incapacidade de remover linfécitos B
autorreativos por meio de mecanismos de tolerdncia central. Adicionalmente, pacientes com
ICV, apresentam anormalidades nos mecanismos de tolerancia periférica. Nos pacientes com
ICV que carregam mutacgOes alélicas no gene TNFRSF13B, a tolerancia periférica é incapaz de
compensar os defeitos na tolerancia central, facilitando assim o caminho para o
desenvolvimento de doencas autoimunes nesses individuos . Alteracdes homozigdticas nos
alelos TACI resultam em uma perda completa da funcao TACI e na incapacidade de manter a
producdo continua de anticorpos autorreativos. Em contraste, as mutagdes heterozigotas em
alelos TACI prejudicam apenas a funcdo TACI. Mas, a fungdo TACI ndo é completamente perdida
e é suficiente para manter a produgdo continua de anticorpos autorreativos. Portanto, os
pacientes com ICV que sdo heterozigotos para mutacdes em TACI sdo propensos a doencas
autoimunes, enquanto os homozigotos parecem experimentar um efeito preventivo autoimune
da doenca 2.

Autoimunidade e linfoproliferagdo sdo as principais manifestagdes clinicas dos pacientes
com mutagBes em TNFRSF13B, o gene que codifica TACI (CD267), que funciona como um
receptor especifico linfocitario. Dessa forma, avaliamos a expressdo da proteina TACI nos
pacientes e suas respectivas maes assintomaticas. A expressdo de TACI é regulada por uma
variedade de fatores e exibe constantemente mudancas dindmicas 2°. Compreender os efeitos
mutacionais de TACI nos pacientes pode nos fornecer importantes dados sobre a expressividade
variavel nesses pacientes.

A expressdo de TACI na membrana celular pode inclusive estar relacionada a idade.
Schatorjé et. al., descobriram que em adolescentes, a porcentagem de linfécitos B TACI+ esta
correlacionada positivamente com a idade 2> %, E Zhang, Y. et al.; 2015 afirmaram que a
expressdo de TACI aumenta com a idade antes da idade adulta ?°. Portanto, nossos dados s3o
condizentes com a literatura, pois as amostras dos pacientes foram analisadas entre 15 e 20
anos, ou seja, ainda adolescentes, momento em que ha aumento na expressdo de TACL.
Enquanto as maes, ja na fase adulta, mostraram expressdo de CD267 menor que dos pacientes.

A expressdo proteica de TACI ainda mais elevada em P02 (figura 6), pode estar
relacionada com o uso de SRL por 18 meses, e apds dois meses de interrupc¢do do SRL, foi
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realizado o ensaio de expressdo proteica. A variabilidade na expressao de TACI na membrana
celular revela a haploinsuficiéncia deste gene.

Estudos com células 293T transfectadas demonstraram que a variante p.C104R é
expressa normalmente na membrana celular. Portanto, ela ndo interfere na expressdo de TACI
de tipo selvagem (WT) e nem com sua capacidade de se ligar ao ligante. Mais uma vez, esses
resultados sugerem fortemente que a funcdo de TACI em heterozigotos p.C104R humanos é
prejudicada por meio de haploinsuficiéncia %°.

Valores em porcentagem dos subtipos de linfécitos B em P02 se encontravam acima dos
observados nos demais pacientes como também a porcentagem de CD19+CD27+CD267+ que
mostrou diferenca significativa entre P02 e P03 (p=0,0337). Lembrando que o fendtipo de
linfoproliferacdo é intenso em P02 e ausente em P03. Mais significativa foi a diferenca entre P02
e sua mae (p=0,0096) assintomatica. Estes dados fornecem suporte para explicar a persistente
linfoproliferacdo nos linfonodos cervicais, constatadas em P02.

Alguns autores afirmam que o aumento de apoptose em linfacitos B e T podem implicar
em linfopenia, elevagdo no numero de linfécitos B imaturos na circulagao, redugao do numero
de linfécitos B maduros circulantes e diminuigdo na producdo de imunoglobulinas nos pacientes
com ICV %44 Qutros estudos sugerem que o aumento da apoptose é limitado a subgrupos
especiais de linfécitos B em pacientes com ICV e sIgAD °. Possivelmente, se tivéssemos isolado
os linfocitos B ao invés de utilizar PBMC (figura 8) teriamos obtido mais evidéncias de altera¢ées
nos ensaios de apoptose.

Retornando ao nosso objetivo principal de investigar as relagdes das manifestacdes de
autoimunidade e linfoproliferagdo com expressao de TACI (CD267+) nos pacientes e suas maes
assintomadticas, uma proteina com fungdes antagonicas, sobrevida e morte de linfécitos B,
sinalizadas pelo mesmo receptor, contribuiu para reforcar a importancia de se investigar o
comportamento de expressdo génica das vias intrinseca e extrinseca da apoptose na regulacado
da resposta imune nesses pacientes.

Com base em nossos resultados, além do cendrio monogénico da variante TNFRSF138B,
a contribuicdo das vias de apoptose parece bastante ébvia como um modelo de explicacdo da
expressividade clinica variavel da doenca. O sequenciamento completo do exoma mostrou que
todos os genes avaliados na via de apoptose intrinseca e extrinseca ndo apresentavam mutacao,
mas os ensaios de estudo da sua expressao evidenciaram um profundo comprometimento.

A perturbacdo da via de sinalizacdao de apoptose identificada em nossos pacientes,
sugere claramente uma correlagdo com a expressividade varidvel clinica dos pacientes,
fortalecendo os relatos anteriores de pacientes com ICV associados a TNFRSF13B e outras IDPs
(Imunodeficiéncia Primaria) ou ElIH 3%9, Estudos anteriores relataram a andlise da expressdo de
alguns genes que medeiam a apoptose em ICV e slgAD, entretanto, nenhum estudo analisou
especificamente na mutacao de TNFRSF13B. Além disso, ndo englobou tantos genes envolvidos
com sinalizacdo de apoptose. Saxon et al., 1995 e Iglesisas et al., 1999 encontraram que a
expressdo de FAS em linfécitos B e T de individuos com ICV estava aumentada >% %2, Di Renzo et
al., 2001 avaliaram e expressdo de TNFRs em linfécitos T CD4+ 3. Clemente et al., 2013
verificaram a expressdo de TNFSF10 em linfécitos B de memdaria >4,

Nosso estudo, em trés probandos ndo relacionados, mostra a mutagao TNFRSF13B como
Unica causa conhecida para as diferentes intensidades de perturbacdo da via de sinalizagdo de
apoptose, com repercussoes singulares na evolugdo clinica. Especulamos que, a desregulacdo
na expressdao génica observada nos nossos pacientes seja um mecanismo compensatorio
positivo do organismo, na tentativa de controlar a doenca. Assim, quanto maior for a
desregulacdo na expressdo dos genes das vias da apoptose, maior serd a capacidade do
organismo de controlar as manifestacdes e consequentemente serd menos sintomatico.

Verificamos que o P03, com um fenétipo mais leve, mostrou um perfil mais desregulado
da expressdo génica (71,1% genes desregulados). Ao contrario, P02 com fendtipo mais grave da
doenca apresentou menos genes desregulados (32,6% genes desregulados) e P01 com fendtipo
moderado, mostrou 34,4% dos genes desregulados (tabela 7). A placa de array da via extrinseca
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também confirma esta hipdtese, com 39% dos genes desregulados em P01, e apenas 29% em
P02 (tabela 4).

O resultado da anadlise comparativa da expressao génica entre os trés pacientes mostrou
uma concordancia de 17 genes (19,3%) (figura 12), sendo que 15 genes, BCL2L2, BIK, CASP6,
CRADD, FADD, HIP1, HTRA2, IFT57, IKBKB, IKBKE, MCL1, NFKBIB, PEA15, TBK1 e TNFRSF25
apresentaram expressao normal, indicando que estes genes, provavelmente, ndo sao
influenciados pela mutagdo em TACI. Apenas dois genes BCL2L11 (hiperexpresso) e TNFRSF21
(muito hipoexpresso) foram igualmente desregulados nos trés pacientes, independentemente
do fendtipo. Entretanto, o SRL parece intervir na expressdo destes genes, pois nenhum gene foi
igualmente desregulado, quando comparamos P02 SRL+ com P01 e P03, notando-se todos os
genes concordantes com expressao normal (anexo 2). No entanto, se avaliarmos a concordancia
dos genes acima da expressdo normal, independente se é hiperexpresso ou muito
hiperexpresso, temos nos 3 pacientes os genes BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L e NOD2. E ao
analisarmos a concordancia dos genes abaixo da expressdo normal, independente se é
hipoexpresso ou muito hipoexpresso, temos CARD6 e TNFRSF21.

A anadlise comparativa de P02 (SRL+) e P02, revelou que o SRL exerce um papel relevante
nas vias da apoptose. P02 (SRL+) mostrou reducdo de 50% no numero de genes desregulados
(12,6%) em relagdo a P02 (24%) (tabela 7), havendo apenas 4 genes BNIP3L (hiperexpresso), BOK
(muito hipoexpresso), DAPK1 (muito hipoexpresso) e FASLG (muito hipoexpresso), igualmente
desregulados (anexo 2).

Contudo, a compara¢do de PO1 com P03 mostrou 58 genes (65,9%) em discordancia
(figura 12), e 11 genes, BCL2L11 e DEDD (hiperexpresso), BCL2L13, BCL2L14 BIRC5, BNIP3L
(muito hiperexpresso), BIRC3 (hipoexpresso), CARD6, CASP5, CASP7 e TNFRSF21 (muito
hipoexpresso), concordantes e desregulados. No entanto, se avaliarmos a concordancia dos
genes acima da expressdo normal, independente se é hiperexpresso ou muito hiperexpresso,
adicionamos os genes BAD, FAS, NOD2 e TRADD. E os genes em concordancia considerados
abaixo da expressdo normal para PO1 e P03, adicionamos BCL10 e CASP8 (anexo 2).

A mutacdo em TNFRSF13B no P03 (fendtipo leve) mostrou mais desregulagdo na familia
BCL2, Caspases e TNF and TNFR, todas com 11 genes desregulados (tabela 11). No paciente com
fendtipo moderado (P01), verificamos também mais desregulacdo na familia BCL2, com 9 genes
desregulados (tabela 8). O paciente com fenétipo grave (P02), mostrou maior desregulacdo na
familia BCL2, com 5 genes desregulados (tabela 10). Portanto, independente da expressividade
clinica da doenca, os genes da familia BCL2 sdo os mais alterados nesta doencga.

Em relagdo ao numero dos genes prdapoptdticos com expressdo elevada, P01
apresentou dez genes (BAD, BAK1, BCL2L11, BCL2L13, BCL2L14, BNIP3L, CASP7, DEDD, FAS e
TRADD), P02 oito genes (BAX, BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L, CASP9, NOD1, TNFRSF10A e
TNFRSF10B) e P03, 26 genes (APAF1, BAD, BAX, BCAP31, BCL2L11, BCL2L13, BCL2L14, BID,
BNIP3L, CARDS, CASP10, CASP1, CASP2, CASP7, CASP9Y, CFLAR, DEDD2, DEDD, FAS, FASLG, LRDD,
NOD1, PYCARD, TNF, TNFSF10 e TRADD). Foram identificados nove genes (APAF1, BCL10,
CARDG6, CASP5, CASPS8, FASLG, NLRP1, PMAIP1 e TNFRSF21) préapoptéticos com baixa expressao
em P01, seis genes (BOK, CARD6, DAPK1, DIABLO, FASLG, PMAIP1 e TNFRSF21) em P02, e 12
(BAK1, BCL10, BNIP3, CARD6, CASP3, CASP4, CASP5, CASP8AP2, CASP8, TNFRSF10B, TNFRSF1A e
TNFRSF21) em P03. Ao contrario, quatro genes antiapoptoéticos (BCL2L1, BIRC2, BIRC5 e BIRCS)
com elevada expressdo foram identificados no PO1, apenas um gene (BIRC3) em P02, e 11 genes
(BBC3, BCL3, BIRC5, BIRC6, CFLAR, LRDD, NAIP, RELA, RELB, REL e TNFRSF1B) em PO3. Genes
antiapoptédticos com baixa expressdo também foram identificados, sendo cinco (BCL2A1, BCL2,
BIRC3, BIRC6 e RELA) em P01, apenas um (CHUK) em P02 e sete (BIRC2, BIRC3, BIRC8, CHUK,
RIPK1, RIPK2 e XIAP) em P03 (anexo 2).

Direnzo et al., 2001 investigaram a expressdo de TNFRSF1B em linfocitos T de pacientes
com ICV, e descobriram que os linfécitos T tém expressdo significativamente mais alta de
TNFRSF1B do que o grupo controle, entretanto nao foi significativamente diferente da expressao
de FAS 3, bem como encontramos em P03, com FAS e TNFRSF1B elevados. Com estes achados,
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os autores concluiram que o aumento da expressdao de TNF-Rs pode estar relacionado com o
aumento da apoptose espontanea na via Fas-FasL em alguns pacientes com ICV 3,

No desequilibrio da expressdo génica predominou a hiperexpressdo de genes
proapoptéticos, reforcando que a mutacdo p.C104R no gene TNFRSF13B exerce forte impacto
na regulacdo das vias de apoptose, no sentido de reconstruir uma homeostasia entre sobrevida
e morte celular nos linfécitos T e B.

E relevante destacar, que o maior nimero de genes préapoptéticos e antiapoptdticos
desregulados concentraram-se no P03, cuja histéria se iniciou aos 14 anos por um achado de
plaquetopenia moderada (52.000/mm3) no hemograma, deficiéncia seletiva de IgA e 5 anos
apos, surgiu deficiéncia de 1gG, mantendo-se sempre assintomatico. Mas ao contrario de P03,
P02 com inicio dos sintomas aos 9 anos, tem um fendtipo mais grave de linfoproliferacdo
resistente ao MMF, melhora com SRL e recidiva com a sua interrup¢ao. A plaquetopenia grave
(16.000/mm3) e a hipogamaglobulinemia foram responsivas ao tratamento com MMF e
reposicao de IgG humana por via IV, a cada 21-28 dias, respectivamente, e os ensaios de
expressao génica revelou um numero menor de genes prdapoptoéticos e antiapoptéticos
desregulados.

Outro destaque é a elevada expressao dos genes BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L e NOD2 e
baixa expressdo de CARD6 e TNFRSF21 nos trés pacientes sem SRL, indicando que independente
da intensidade das manifestag¢des clinicas, esses genes podem ser considerados biomarcadores
da variante p.C104R TNFRSF13B. Exceto para NODZ2, as proteinas codificadas pelos demais
genes estdo envolvidas na regulacdo do processo apoptético (BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L),
possivelmente através de uma via mediada por caspase e tém como alvo direto as mitocéndrias.
Os genes CARD6 e TNFRSF21 também promovem regulacdo do processo de apoptose, pelas vias
gue envolve a ativacdo de NFKB e a via mediada por BAX com liberagdo de citocromo c da
mitocondria para o citoplasma (anexo 2).

Quando excluimos P02 da comparacao e incluimos P02 (SRL+), os genes proapoptdticos
BNIP3L e TRADD se apresentaram com elevada expressdo nos trés pacientes. Além de atuarem
na regulacdo da apoptose, estes genes codificam proteinas que degradam proteinas alteradas
na mitocondria (BNIP3L) e ativa NF-kappa-B (TRADD). Contudo P02 SRL+ apresenta
concordancia com P01 na elevada expressdo dos genes BAK1, com papel no processo de
apoptose mitocondrial, e dos genes antiapoptdticos BCL2L1, potente inibidor da morte celular
e BIRCS, inibidor da apoptose mediada por BAX. No P03, a concordancia de P02 (SRL+) é com a
elevada expressao de BCL3, que regula a ativacdo transcricional dos genes alvo NF-kappa-B.
Desse modo o tratamento com SRL levou o P02 a ter expressao de alguns genes similar aos P01
e P03. Nos chama a atengao a maior concordancia entre PO1 e PO3 na baixa expressao dos genes
proapoptéticos BCL10, CASP5 e CASP8 enquanto entre PO1 e P02 a concordancia esta na baixa
expressao dos genes prdapoptdticos, FASLG e PMAIP1 (anexo 2).

Analisamos também, individualmente, alguns genes, os quais separamos segundo sua
atividade na via de sinalizagdo da apoptose. Os genes prdoapoptéticos foram: APAF1, TP53, FAS,
FASLG, IL10, IL1I0RA, BCL2L14, BOK, TNFRSF21 e CASP2. Os genes antiapoptdticos foram: BCL2,
BIRC8 e BCL2L1. O TNFRSF13B é considerado pré e antiapoptdtico (figura 14).

O STE mostrou que todos os genes avaliados individualmente n3ao apresentavam
mutac¢do, entretanto os ensaios evidenciaram alteragdes na expressao da maioria deles. Os
genes proapoptoticos APAF1, FAS e CASP2 apresentaram expressdo normal em todos os
individuos, apesar de mostrarem-se alterados no ensaio de array (APAF1-hipoexpresso para
PO1; FAS e CASP2-muito hiperexpresso P03). Essa diferenca pode ter ocorrido devido a diferenca
entre as técnicas utilizadas ou a forma de calculo de cut-off.

Apaf-1 é uma molécula chave na via intrinseca da apoptose. Apds a ligacdo do citocromo
C e dATP, atua na ativacdo da caspase 9, quando ativada estimula a cascata de caspase
subsequente que leva a célula a apoptose *°. A hipoexpressao de APAF1 reduz a apoptose celular
podendo levar a linfoproliferagdo, enquanto que a hiperexpressdo pode aumentar o nimero de
células em apoptose. Apesar de a analise individual do gene nos mostrar todos os individuos



61

com expressao normal, é possivel verificarmos que, concordantemente com o array (anexo 1 e
2), a expressao de APAF1 em P01 é mais baixa do que nos demais, porém em P03 é alta (figura
14). Era esperado que P02 apresentasse baixa expressao de APAF1 também, entretando, nao foi
o encontrado. Provavelmente o SRL, utilizado durante 18 meses provocou aumento na
expressdo deste gene.

A caspase-2 demonstra fungGes pro-apoptdticas e supressoras de tumor e desempenha
um papel essencial na manutencgdo do ciclo celular ao induzir resposta ao estresse genotéxico,
ativando ou inativando proteinas necessdrias para apoptose ou sobrevivéncia celular. Esta
enzima é capaz de desencadear a cascata da caspase por meio da clivagem de Bid, seguida da
permeabilizacdo da membrana mitocondrial e formacdo do apoptossomo. Apesar da analise
individual do gene mostrar expressdao normal em todos os individuos, P03, o qual apresentou
hiperexpressdo no array, também apresentou junto com P02 expressdo mais alta, ambos
proximos do limite superior da normalidade. Estes dados evidenciam, mais uma vez
desregulacdo da via intrinseca como mecanismo compensatdrio desta mutacdo *° (figura 14).

O Fas é um receptor de morte (DR, Death Receptor) prdéapoptético da via extrinseca,
localizado na membrana celular. Desempenha um papel central na regulagdo da apoptose e estd
implicado na patogénese de vdrias doengas malignas do sistema imunoldgico. A interacdo de
Fas com seu ligante FasL regula varios processos fisioldgicos e patoldgicos que sdo mediados
pela apoptose. O envolvimento Fas com o ligante FasL induz o recrutamento e a ativa¢do das
proteases que iniciam a apoptose, como a caspase-8 e a caspase-10. A deficiéncia desta via de
sinalizacdo em humanos é frequentemente manifestada pela anemia hemolitica autoimune,
trombocitopenia ou leucocitopenia, causada pela producdo de autoanticorpos. Assim, as
interacbes FasL/Fas desempenham um papel critico na regulacdo da produgdo de
autoanticorpos patogénicos®. Defeitos na apoptose mediada por Fas pode levar a oncogénese,
bem como a resisténcia aos medicamentos em tumores existentes. Aumentos na sinalizagdo
mediada por Fas foram implicados na patologia de sindromes mielodispldsicas (SMD) de baixo
risco *8 e glioblastoma *°.

Varios estudos, de pacientes com ICV, tém relatado um aumento na expressdo de FAS
em linfécitos B e T %5452, Em nosso estudo, o gene FAS em P03 mostrou-se hiperexpresso no
array. Contudo, a analise individual da expressdo do FAS foi normal em todos os pacientes.
Atribuimos essa discrepancia de resultados entre array e single gene expression, as diferencgas
entre as técnicas utilizadas, ao modo de calcular o cutoff, e ao fato de termos utilizado PBMC ao
invés de linfocitos B e T separadamente.

Iglesias et al., 1999 demonstraram expressdo elevada de FAS em linfécitos T de paciente
com ICV e linfopenia de T, enquanto que a expressao de FAS foi normal em pacientes ICV sem
linfopenia de T, sugerindo que o aumento da expressdo pode ter um papel importante na
linfopenia de T °. Em outros estudos demonstrou-se que hd uma correlacdo inversa entre
aumento da expressdo de FAS e a contagem absoluta de linfécitos em paciente com ICV % %2,
Como em nosso estudo todos apresentaram expressdao normal, ndo foi possivel observarmos
esta correlagdo. Em relagdo ao FASL em P02, observamos que o SRL parece agir reduzindo a sua
expressao e como consequéncia temos linfoproliferacdo. Ao contrario, em P03, a
hiperexpressdao de FASLG (p=0,0354) indica maior efeito protetor da linfoproliferacdo e
oncogénese (figura 14). Outro gene préapoptotico que se mostrou hipoexpresso com a agado
do SRL (P02 (SRL+)) e também em P01 é o TNFRSF21 (figura 14). E um DR, o qual promove a
apoptose, possivelmente por meio de uma via que envolve a ativacao de NF-kappa-B. TNFRSF21
induz apoptose quando é hiperexpresso, portanto nossos achados sdo condizentes com a clinica
de linfoproliferacdo observada em P01 e o SRL mostrou-se ineficiente na contencdao da
linfoproliferacdo em P02 (SRL+).

A proteina BOK, representa um membro préapoptético da familia BCL2. Regula
positivamente o processo apoptético intrinseco de uma maneira dependente ou independente
de BAX e BAK1. Altos niveis de BOK podem induzir apoptose . P01 apresentou hiperexpressio
de BOK e P02 hipoexpressao, notando-se que SRL n3o alterou a expressao deste gene. Estes
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resultados reforcam a nossa hipdtese de que a desregulacdao dos genes das vias de sinalizacdo
da apoptose, principalmente os da via intrinseca, surge no sentido de compensar o organismo
para alcancar uma homeostasia através de redugdo dos sintomas clinicos da doenca. E o caso
por exemplo de PO1 que mostra menor indice de linfoproliferagcdo que P02 e P03 que até agora
esta isento de manifestacao linfoproliferativa.

Assim como BOK, o gene proapoptotico BCL2L14 também apresentou hiperexpressao
em P01 e P03 sem fendtipo de linfoproliferacdo. BCL2L14 é um membro da familia BCL2, cuja
hiperexpressdo induz a apoptose nas células (12/10/2021; https://www.genecards.org/) e
consequentemente reduz a linfoproliferagdo. Em contrapartida P02, com fendtipo de
linfoproliferacdo persistente, mostrou-se com expressdo normal de BCL2L14, porém o SRL
parece ter reduzido a sua expressdo, chegando préximo do limite inferior da normalidade (figura
14).

A proteina TP53 responde a diversos estresses celulares para regular a expressao de genes
alvo, induzindo assim a parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparo de DNA ou
alteracdes no metabolismo .. O gene TP53 desempenha um papel crucial na prevencio da
formacgdo de cancer, portanto mutagdes neste gene estdo associadas a uma variedade de
canceres humanos ®. Cinquenta por cento (50%) dos canceres tem mutac3o em TP53, mas em
nossos pacientes ndo encontramos mutacdo, portanto seu papel supressor é eficiente.
Identificamos hiperexpressao deste gene em P02 com e sem SRL, nos sugerindo que P02 é pouco
propenso ao desenvolvimento de malignidade, enquanto PO1 mostrou hipoexpressao de TP53
(p=0,0117), sugerindo tendéncia ao desenvolvimento de malignidades (figura 14).

A proteina codificada pelo gene /L10 é uma citocina produzida principalmente por
mondcitos e em menor extensao por linfécitos. Atua na imunorregulagao e inflamagao, também
aumenta a sobrevivéncia, proliferacdo e producdo de anticorpos dos linfécitos B . IL10RA é
um receptor para a IL-10. Medeia o sinal imunossupressor da IL-10 e, portanto, inibe a sintese
de citocinas proé-inflamatdrias. Promove a sobrevivéncia de células mieldides progenitoras
(12/10/2021; https://www.genecards.org/). Observamos que a expressido destes 2 genes (/L10
e IL10RA) podem compartilhar mecanismos de compensa¢do entre si, onde, em P02, a
hiperexpressao de /L10 foi compensada pela hipoexpressao de IL10RA. Bem como em P03, onde
a hipoexpressdo de /L10 causou alta expressdo de IL10RA (quase hiperexpressdo) (figura 14).
Essa compensacgdo de expressdo génica teve impacto na concentragdo sérica de IL-10 nesses
pacientes, mostrando resultados similares e equilibrados em relacdo ao grupo controle (figura
15).

Ao analisarmos os genes antiapoptdticos encontramos o perfil oposto em P02. Ou seja, dois
dos trés genes antiapoptdticos analisados apresentaram altas expressdes em P02 (figura 14).
Também podemos observar hiperexpressao em P01, exceto o BCL2 que foi hipoexpresso.

O gene BCL2 codifica uma proteina integral da membrana mitocondrial externa que
bloqueia a morte apoptdtica de algumas células, como os linfocitos (12/10/2021;
https://www.genecards.org/). A hiperexpressdo de BCL2 bloqueia a morte apoptdtica. O BCL2 é
Unico entre os protooncogenes, estando localizado na mitocondria e interferindo na morte
celular programada independente de promover a divisdo celular %. PO1 apresentou
hipoexpressado de BCL2, resultado condizente com ambos os arrays realizados. Estudos relatam
que a expressdo de BCL2 pode ser induzida por IL-2 ® e IL10 . Auséncia de IL-2 causa
fragmentacao do DNA e apoptose. Deng, G. et. al.; 1993 e Di Renzo, et al., 2000, relataram que
a expressdo de BCL2 foi regulada negativamente apds a retirada de IL-2. E a adicdo de IL-2
induziu a expressdo enddgena de BCL2 %%, Além disso, a IL-2 exerce atividades bioldgicas
pleiotrépicas fundamentais atuando como fator de crescimento responsavel por induzir a
proliferacdo de linfocitos T CD4 + e CD8 +, Natural Killer e linfocitos B além de promover a
producdo de anticorpos 7 %, |L-2 é essencial para a manutenc¢do da homeostase imunoldgica
através do seu papel supressor contribuindo para a prevencdo de doencgas autoimunes e
linfoproliferativas 7 %, Pudemos constatar em nosso estudo que a auséncia de IL-2 em P01 e
P02 (SRL+) (figura 15), provocou reducdo da expressdo de BLC2, sendo P01 hipoexpresso e P02
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(SRL+) normal, porém bem abaixo dos controles e demais pacientes, contribuindo assim para o
fendtipo de linfoproliferacdo e autoimunidade observados nestes pacientes. Além disso, I1L-10
pode prevenir a apoptose através da ativagdo do gene BCL2 e inibir a apoptose dos linfocitos B
639 De fato, PO1 com baixa express3o de BCI2 apresentou baixa dosagem de IL-10 (apesar da
expressdo génica ser normal). O resultado final destes eventos é a reducdo da apoptose dos
linfocitos B.

BIRCS8 exerce um papel inibitério sobre as proteinas apoptéticas (IAPs), através de sua acdo
negativa sobre as caspases (proteinas apoptéticas), promovendo inibicdo da apoptose mediada
por BAX que se liga a caspase 9 e APAF1 7%, mas ndo exerce esse efeito sobre a apoptose
induzida por Fas °. Em nosso estudo encontramos este gene hiperexpresso em ambos 0s
pacientes com fendtipo de linfoproliferacdo, PO1 e P02 e observamos também que o SRL ndo
interferiu na expressdo de BIRCS (figura 14), sugerindo que a hiperexpressao de BIRC8 pode ter
relevante papel no fendtipo de proliferacdo celular observado em P01 e PO2.

As proteinas codificadas pelo gene BCL2L1 estdo localizadas na membrana mitocondrial, sdo
responsaveis pela abertura regular do canal da membrana mitocondrial externa, cuja fungdo
conhecida é promover a sobrevida celular através da regulacdo da homeostase elétrica e
osmdtica mitocondrial’. Portanto, a hiperexpressdo de BCL2L1 pode causar aumento da
sobrevida celular e consequentemente linfoproliferacdo, exatamente como nos fenétipos de
PO1 e P02 (figura 14).

A comparagdo da expressdo do gene TNFSRF13B (figura 14) com a expressdo da proteina
(figura 6) mostrou uma correlagdo, onde a hipoexpressdo génica em P01 refletiu em baixa
expressao de TACI (TNFRSF13B). Contudo, em relagdo aos controles, a diferenca na expressao
de TACI ndo foi significativa. Embora P02 tenha mostrado alta expressdo de TNFSRF13B em
ambas as andlises e P03 expressdo intermedidria, ndo foi possivel relacionar as expressdes
génica e proteica de TNFRSF13B com os fendtipos clinicos da doenca. Para a caracterizagdo dos
fendtipos clinicos, o nivel de desregulacdo das vias de sinalizacdo da apoptose, parece ser o
melhor indicador.

P02, com linfoproliferagdo marcante, do total de 14 genes analisados (figura 14)
apresentou 2 genes préapoptoticos hiperexpressos (TP53 e IL10), 4 genes prdapoptdticos
hipoexpressos (FASLG, IL10RA, BOK e TNFRSF21), e 2 genes antiapoptdticos (BIRC8 e BCL2L1)
hiperexpressos (figura 14). Enquanto P01, com moderada linfoproliferacio mostrou
hiperexpressdo de 2 genes prdapoptéticos (BCL2L14 e BOK), hipoexpressdo de um gene
proapoptoético (TNFRSF21), similar ao P02 (SRL+) e hiperexpressdo de 2 genes antiapoptoticos
(BIRC8 e BCL2L1) porém, BCL2 apresentou-se hipoexpresso (figura 14). Todavia, P03, cujo
fendtipo é leve e sem caracteristicas linfoproliferativas, apresentou hiperexpresssao de 2 genes
proapoptéticos (FASLG e BCL2L14), e hipoexpressao de IL10. Contudo, os genes de sobrevida
apresentaram expressdo normal (figura 14). Estes resultados concordam com os fenétipos dos
individuos.

De grande relevancia em nosso estudo foi o resultado obtido em P03, com
hiperexpressao dos genes IKBKG, NFKB1, RELA, REL, NFKBIA, NFKBIE e NFKB2, os quais estdo
envolvidos com a via de sinalizagdo canonica de NFkB e hipoexpressdao do gene CHUK, um
inibidor da via candnica. A via NF-kB desempenha um papel importante na regulagdo da
apoptose 2, além de ser responsdavel por coordenar as respostas inflamatdrias; imunidade inata
e adaptativa; e diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular em quase todos os
organismos multicelulares. Se NFkB induz uma resposta antiapoptdtica ou pré-apoptotica,
depende do tipo celular e do estimulo. Enquanto o NF-kB previne predominantemente a
apoptose nos linfécitos B e promove a ativagdo dos linfocitos B, seu efeito nos linfécitos T é
varidvel e dependente do tipo de estimulo 3.

Além disso, ja foi relatado que NF-kB é um importante regulador de FasL, ele atua
diretamente na inducdo da transcri¢do do FasL quando ativado por danos ao DNA 2. De fato,
estas informacgdes condizem com nosso estudo, pois P03, o qual apresentou hiperexpressao da
maioria dos genes da via NF-kB também mostrou hiperexpressdo do gene FASLG, enquanto
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todos os outros pacientes mostraram-se hipoexpressos para este gene. Desta forma, o gene
proapoptético FASLG aumenta a apoptose celular, reduzindo a inflamagdo, autoimunidade e
linfoproliferagao.

A baixa producdo de IL-8, IL-2 e IL-5 observada nos nossos pacientes pode contribuir
para a falha da maturacdo e diferenciacdo de linfocitos B. Além disso, CSR é induzida por uma
combinacdo de estimulos mediados por TGF, IL-10 e IL-2 % 747>, Aqui, é importante destacar o
papel regulador chave de NFkB das respostas imunoldgicas, especialmente como via de
sinalizacdo para a producao de interleucinas. Consequentemente, a ativacao desregulada do
NF-kB é uma marca registrada das doencas inflamatdrias crdnicas %77, como a manifestacdo de
plaguetopenia apresentada pelos trés pacientes. A via candnica de NFkB estd envolvida em
quase todos os aspectos das respostas imunes, enquanto a via NF-kB ndo candnica parece estar
evoluindo como um eixo de sinalizacdo suplementar que coopera com a via NF-kB candnica na
regulacio de fungdes especificas do sistema imune adaptativo. E muito provéavel que a
desregulacdo na via canlnica causada pela variante TACI desvie a resposta para a via ndo
canénica, causando muita ativacdo de células T, com respostas autoimunes e inflamatérias 7/,
como descrito para doeng¢a pulmonar intersticial nos pacientes com ICV por mutagdo em
TNFRSF13B 78,

A interleucina-8 (IL-8) desempenha papel crucial na sobrevivéncia celular, na
manutencdo da homeostase celular 7, participa com outras citocinas na cascata de sinalizac3o
pré-inflamatéria, como um fator quimiotético, guiando os neutréfilos até o local da infec¢3o .
TGF-B regula a express3o de citocinas, incluindo IL-8 7 e é o fator substancial para a producdo
de IgA 8L, Apesar de n3o significativo, os baixos niveis de TGF- B encontrados nos pacientes P01
e P03 podem estar relacionados com a auséncia de IgA nesses individuos. TGF-B induz a
apoptose em linfécitos B, impedindo sua proliferacdo. Camundongos deficientes em TGF-$
apresentam hiperproliferacdo e autoimunidade desregulada 2.

Encontramos que os niveis de IL-6 estavam semelhantes aos controles e sabendo do seu
papel na inibicdo da apoptose, na inflamacdo e cancer, e na maturacdo das células B 8 8%
consideramos que a sua contribuicdo na patogénese da inflamagdo nos pacientes parece ser
irrelevante. IL-5 atua como fator de crescimento e diferenciacdo para células B e eosinofilos.
Mainou-Fowler, T. et al.; 1994 relataram que a IL-5 induziu apoptose em linfocitos B por uma via
que é independente da expressdo de bcl-2 . Os niveis séricos de IL-5 foram negativamente
correlacionados com a expressdo de FasL. Em cultura de células, a exposicdo de T CD4 + a IL-5
suprimiu a expressao de FasL e aumentou a expressdo de Bcl2L12. IL-5 aumentou os niveis de
Bcl2L12 em células T CD4 + %,

Tomados em conjunto, nossos resultados apontam para as seguintes conclusdes:

6. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, nossos resultados apontam para as seguintes conclusdes:

e Nosso estudo ajuda a detectar as principais vias relacionadas ao desenvolvimento da
doenca causada pela variante p.C104R no gene TNFRSF13B, contribuindo assim para um
melhor entendimento de sua fisiopatologia.

e Avariante p.C104R em TNFRSF13B pode derivar com outros cenarios mais complexos a
penetrancia e varia¢do fenotipica dentro das familias, como foi observado entre nossos
pacientes em relagdo a intensidade das manifestacGes autoimunes e linfoproliferagao.

e A expressdo da proteina TACI na membrana celular ndo estad correlacionada com a
expressividade da doenga, uma vez que o fendtipo grave (P02) apresentou maior
expressdo de TACI, o fendtipo moderado (P01) menor expressdao de TACI entre os
pacientes, e o grupo controle apresentou expressao maior que P01 e P03. A expressao
desta proteina esta relacionada a idade, onde encontramos expressdes mais altas nos
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adolescentes e expressées mais baixas nas maes. O uso de SRL por tempo prolongado
pode ter interferido no resultado da expressao de TACI. Portanto, a mutacao p.C104R
ndo interfere na expressdo da proteina TACI sugerindo que toda essa variabilidade na
expressao de TACI ocorra por meio da haploinsuficiéncia deste gene.

Em relacdo as vias desreguladas de sinalizacdo de apoptose em nossos pacientes,
concluimos que quanto maior o numero de genes desregulados, melhor o curso clinico
em relacdo a linfoproliferagdo e a autoimunidade.

Em todos os probandos, os genes prdapoptdticos BCL2L11, BCL2L13, BNIP3L, NOD2
regulados positivamente e CARD6 e TNFRSF21 regulados negativamente, poderiam ser
utilizados como biomarcadores da doenga causada pela variante p.C104R, uma vez que
contribuem para reforcar o esforco do sistema para controlar os fenbmenos de
sobrevivéncia e morte celular.

A expressao normal, em todos os pacientes, em 15 genes (BCL2L2, BIK, CASP6, CRADD,
FADD, HIP1, HTRA2, IFT57, IKBKB, IKBKE, MCL1, NFKBIB, PEA15, TBK1 e TNFRSF25)
envolvidos em ambas as vias da apoptose indica que estes genes, provavelmente, nao
sdo influenciados pela mutacdao em TACI.

Independente da expressividade da doenca, a expressao dos genes da familia BCL2 sdo
0s mais alterados na mutacao p.C104R do gene TNFRSF13B.

O SRL interfere na expressdo dos genes nas vias da apoptose, reduzindo a desregulacdo
de varios genes.

Portanto, o nivel de desregulagdo das vias de sinalizagdo da apoptose pode ser o melhor
indicador para a caracterizagdo dos fenétipos clinicos. A expressao do gene TNFRSF13B
e da proteina TACI ndo auxilia nessa caracterizagao clinica.

A hiperexpressdo de vérios genes da via candnica de NF-kB pode regular positivamente
a expressao do gene FASLG, provocando aumento na apoptose celular, reduzindo os
principais sintomas clinicos de autoimunidade e linfoproliferagdo em pacientes com
mutag¢ao em TNFRSF13B.
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8. ANEXOS
Anexo 1: Genes via extrinseca da apoptose com seus respectivos valores de expressdo em FC
PO1 P02 (SRL+)
APAF1 -1,87 -1,08
BAX 1,03 -1,20
BCL2 -2,62 1,25
BID 1,23 2,35
BIRC2 1,35 -2,00
BIRC3 -1,70 1,00
CASP2 1,05 -1,14
CASP3 2,30 1,49
CASP7 1,57 -1,15
CASP8 -2,86 -1,97
CASPY -1,06 -1,02
CFLAR -1,79 -1,35
CHUK 1,16 1,45
DAXX -1,03 -1,08
DIABLO 1,05 1,17
FADD -1,41 -1,99
FAS -1,34 -1,73
FASLG 2,17 -5,64
IKBKB -1,63 -1,37




IKBKG 1,22 1,16
MAP3K5 1,44 1,53
MAPKS -1,64

MAPK9 -1,52 -1,43
NFKB1 2,22 -1,29
NFKB2 -1,14 1,35
NFKBIA -1,23 1,22
NGFR -1,08 -1,77
PARP1 -1,48 -1,67
RELA -1,99 -149,41
TNF -1,28 1,47
TNFRSF10A -1,13 1,01
TNFRSF10B -1,25 1,06
TNFRSF10C -1,90 1,08
TNFRSF10D -2,06 1,57
TNFRSF1A -1,20 -1,46
TNFRSF21 -3,89 1,03
TNFRSF25 -1,06 -1,36
TNFRSF6B- RTEL1 -1,33 1,13
TNFSF10 1,05 -1,06
TP53 -1,26 1,14
TRAF2 1,03 -1,22

Anexo 2: Genes via intrinseca e

expressao em FC

75

extrinseca da apoptose com seus respectivos valores de

Genes P01 P02 (SRL+) P02 P03
APAF1 -1,75 1,02 1,37 3,02
BAD 1,54 1,08 1,05 2,84
BAK1 2,57 4,28 1,01 -4,31
BAX 1,27 1,25 1,57 2,95
BBC3 -1,28 -1,36 1,35 1,76
BCAP31 1,09 -1,01 1,17 1,79
BCL10 1,51 1,22 1,31 -11,36
BCL2A1 -1,86 1,69 1,26 -1,11
BCL2 -2,63 1,19 1,20 -1,13
BCL2L11 1,56 1,49 1,69 1,89
BCL2L13 3,91 1,24 1,58 2,07
BCL2L14 6,44 -1,29 -1,12 2,44
BCL2L1 7,83 1,55 1,07 -1,38
BCL2L2 -1,08 -1,23 -1,05 -1,03
BCL3 -1,02 1,65 1,20 2,78
BID -1,19 1,47 1,20 1,80
BIK 1,13 1,30 1,16 1,29
BIRC2 2,36 -1,27 -1,12 -6,62
BIRC3 41,57 1,15 1,56 -1,53

Familia de genes



BIRCS 2,43 -1,25 -1,10
BIRC6 -1,58 -1,10 1,45
BIRC8 1,94 5,26 1,18
BNIP3 -1,06 1,33 -1,39
BNIP3L 5,47 1,70 1,97
BOK 1,41 -8,85 -6,99
CARD6 -2,57 1,23 -1,58
CARD9 -1,13 1,04 1,17
CASP10 -1,28 -1,34 -1,27
CASP1 1,09 1,07 -1,01
CASP2 -1,05 1,11 1,09
CASP3 1,44 -1,07 -1,42
CASP4 1,02 1,46 -1,28
CASP5 2,31 1,11 -1,38
CASP6 1,13 -1,17 -1,39
CASP7 2,00 -1,09 -1,01
CASP8AP2 -1,47 -1,17 1,48
CASP8 -1,53 -1,09 -1,16
CASP9 1,29 1,13 1,62
CFLAR -1,30 1,01 1,26
CHUK -1,41 1,05 -2,08
CRADD 1,31 1,02 -1,07
DAPK1 1,08 2,21 -2,92
DEDD2 1,35 1,01 1,24
DEDD 1,53 1,29 1,15
DIABLO 1,22 -1,00 -1,57
FADD 1,07 -1,15 -1,10
FAS 1,70 1,11 1,10
FASLG -1,56 -3,69 -2,09
HIP1 -1,27 1,05 1,46
HTRA2 -1,09 -1,06 1,24
IFT57 -1,01 1,51 1,14
IKBKB -1,16 -1,01 -1,05
IKBKE -1,13 1,02 1,25
IKBKG 1,39 1,34 1,31
LRDD -1,00 -1,16 -1,03
LTA -1,15 -1,04 -1,45
LTB 1,26 1,20 -1,13
MCL1 -1,41 -1,08 -1,37
NAIP -1,43 -1,14 -1,07
NFKB1 -1,19 1,10 1,17
NFKB2 -1,13 1,30 1,82
NFKBIA -1,08 1,25 1,47
NFKBIB 1,17 1,18 1,12
NFKBIE -1,02 1,01 1,04

76




NFKBIZ -1,85 1,21 2,34
NLRP1 -1,62 -1,05 1,14
NOD1 1,43 1,06 1,57
NOD2 1,64 1,42 2,24
PEA15 1,03 1,08 -1,12
PMAIP1 -1,70 -1,15 -1,70
PYCARD 1,12 1,23 1,09
RELA -1,61 1,29 -1,12
RELB 1,07 1,40 2,10
REL -1,17 1,27 1,23
RIPK1 -1,14 1,11 1,43
RIPK2 1,04 1,13 1,18
TBK1 1,25 -1,00 1,36
TNF -1,28 1,29 1,36
TNFRSF10A -1,30 -1,08 1,55
TNFRSF10B -1,23 1,04 1,70
TNFRSF1A -1,33 1,19 -1,17
TNFRSF1B -1,36 1,04 1,31
TNFRSF21 -2,62 1,03 -2,38
TNFRSF25 -1,40 -1,28 1,16
TNFSF10 1,41 1,30 1,38
TRADD 1,50 1,60 1,06
XIAP -1,27 1,16 -1,41
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