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RESUMO

A agamaglobulinemia ligada ao X (XLA) é uma imunodeficiéncia primaria ou erro
inato da imunidade com heranca ligada ao cromossomo X, caracterizada
principalmente por susceptibilidade aumentada a infeccbes em um quadro de
hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia e grave reducdo no numero de
linfocitos B CD19+. E causada por variantes patogénicas em Bruton tyrosine kinase
(BTK), cuja proteina é fundamental para maturacéo dos linfécitos B nos estagios de
célula pré-B na medula 6ssea. Aamplitude e gravidade das manifestacdes clinicas,
que também incluem distarbios autoinflamatérios e autoimunes, sé&o
incompreendidas até o momento em virtude das inumeras fun¢des de BTK e da
heterogeneidade de suas variantes, jA que nenhuma mutacao Unica representa mais
de 3% dos pacientes. Além disso, mutaces missense parecem impactar mais
gravemente os pacientes com XLA. Assim, uma vez que BTK regula negativamente
os receptores Toll-like (TLRs) — importantes sensores da modulagdo da resposta
inflamatoria — objetivamos identificar alvos génicos criticos envolvidos na
fisiopatologia molecular da XLA pela expressdo seletiva da via de sinalizacdo dos
TLRs. Através da RT-gPCR, a quantificacdo de dez genes foi efetuada a partir de
células mononucleares do sangue periférico de oito pacientes com XLA (trés deles
portadores de mutacfes missense de BTK; e cinco, nonsense) e 17 individuos
saudaveis pareados por idade. BTK, IRAK2, PIK3R4, REL, TFRC e UBE2N foram
predominantemente hiperexpressos enquanto RIPK2, TLR3, TLR10, hipoexpressos,
com TLR6 regulado positivamente. O grupo dos pacientes missense revelou uma
possivel assinatura de expressao génica caracterizada pela significativa diminuicdo
da expressdo de IRAK2, PIK3R4, REL e TFRC, e expresséo positiva de TLR3 e/ou
TLR6. A hipoexpressdo de TLR3, TLR6 e TLR10 pode estar associada a uma maior
suscetibilidade a infeccbes bacterianas ou virais, enquanto sua hiperexpressao
pode estar envolvida na suscetibilidade a condi¢gbes inflamatoérias crénicas, como

artrite ou doenca inflamatodria intestinal.

Palavras-Chave: Agamaglobulinemia, Linfécitos B, imunodeficiéncia humoral,

Receptores Toll-like, Expresséo génica, inflamacao.



ABSTRACT

X-linked agammaglobulinemia (XLA) is a primary immunodeficiency or innate error of
immunity with X-linked inheritance, characterized mainly by increased susceptibility
to infections in the context of hypogammaglobulinemia or agammaglobulinemia and
severe reduction in the number of CD19+ B lymphocytes. It is caused by pathogenic
variants in Bruton tyrosine kinase (BTK), whose protein is crucial for the maturation of
B lymphocytes at the pre-B cell stages in the bone marrow. The breadth and severity
of clinical manifestations, which also include autoinflammatory and autoimmune
disorders, are not yet fully understood due to the numerous functions of BTK and the
heterogeneity of its variants, as no single mutation accounts for more than 3% of
patients. Additionally, missense mutations appear to have a more severe impact on
XLA patients. Therefore, since BTK negatively regulates Toll-like receptors (TLRS) -
important sensors of inflammatory response modulation - we aimed to identify critical
gene targets involved in the molecular pathophysiology of XLA through selective
expression of the TLR signaling pathway. Using RT-gPCR, the quantification of ten
genes was performed from peripheral blood mononuclear cells of eight XLA patients
(three of them carrying missense mutations in BTK; and five, nonsense) and 17 age-
matched healthy individuals. BTK, IRAK2, PIK3R4, REL, TFRC, and UBE2N were
predominantly overexpressed, while RIPK2, TLR3, TLR10 were underexpressed,
with TLR6 being positively regulated. The missense patient group revealed a
possible gene expression signature characterized by a significant decrease in the
expression of IRAK2, PIK3R4, REL, and TFRC, and positive expression of TLR3
and/or TLR6. The underexpression of TLR3, TLR6, and TLR10 may be associated
with increased susceptibility to bacterial or viral infections, while their overexpression
may be involved in susceptibility to chronic inflammatory conditions such as arthritis

or inflammatory bowel disease.

Key words: Agammaglobulinemia, B lymphocytes, humoral immunodeficiency, Toll-

like receptors, Gene expression, inflammation.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AP-1, proteina ativadora-1 (activating protein-1);

ARA, agamaglobulinemia autossbmica recessiva (autosomal recessive
agammaglobulinemia);

BTK, tirosina quinase de Bruton (Bruton tyrosine kinase);

CHUK, component of inhibitor of nuclear factor kappa B kinase complex;

CVID, imunodeficiéncia variavel comum (common variable immunodeficiency);
ER, reticulo endoplasmatico;

HCT, transplante alogénico de células hematopoiéticas (hematopoietic cell
transplantation);

HTI, hipogamaglobulinemia transitoria da infancia;

IBD, doenca inflamatdria intestinal (inflammatory bowel disease);

IEI, erro inato da imunidade (inborn error of immunity);

IFN, interferon;

IgA, imunoglobulina A;

IgG, imunoglobulina G;

IgM, imunoglobulina M;

IgRT, terapia de reposicdo com imunoglobulina (immunoglobulin replacement
therapy);

IL, interleucina;

IL-1, interleucina 1;

IRAK, guinase associada ao receptor de interleucina 1 (interleukin 1 receptor
associated kinase);

IRFs, fatores reguladores de interferon (interferon regulatory factors);

IVIG, imunoglobulina intravenosa (intravenous immunoglobulin);

KRECSs, circulos de excisdo de recombinacéo de delecdo de imunoglobulina kappa
(immunoglobulin kappa-deleting recombination excision circles);

LLA, leucemia linfoblastica aguda;

LPS, lipopolissacarideos;

MAP3K7, mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7,

MAPKSs, mitogen-activated protein kinases;

MDCs, células dendriticas mieloides (myeloid dendritic cells);

MoADbs, anticorpos monoclonais;



MyD88, MYD88 innate immune signal transduction adaptor;

NF-kB, fator nuclear para o potencializador da cadeia leve kappa nas células B
(nuclear factor (NF) for the kappa (K) light chain enhancer in B cells);

NK, natural killer;

PAD, imunodeficiéncia humoral primaria (primary antibody deficiencies);

PAMPs, padrées moleculares associados a patdégenos (pathogen-associated
molecular patterns);

PBMCs, células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood mononuclear
cells);

PCR, reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction);

PDCs, células dendriticas plasmocitoides (plasmacytoid dendritic cells);

PH, homologia pleckstrina (pleckstrin homology);

PID, imunodeficiéncia primaria (primary immunodeficiency);

PRR, receptores de reconhecimento de padrao (pattern recognition receptor);

PTKs, proteinas tirosina quinases (protein tyrosine kinases);

pTyr, tirosina fosforilada (tyrosine-phosphorylated);

RNAmM, RNA mensageiro;

SCID, imunodeficiéncia combinada grave (severe combined immunodeficiency);
SCIG, imunoglobulina subcuténea (subcutaneous immunoglobulin);

SH2, homologia Src 2 (Src homology 2);

SH3, homologia Src 3 (Src homology 3);

SNC, sistema nervoso central;

SOCS, supressor de proteinas de sinalizacdo de citocinas (suppressor of cytokine
signaling);

SPP1, fosfoproteina 1 secretada (secreted phosphoprotein 1);

TBK1, tank-binding kinase 1;

TCAR, tomografia computadorizada de alta resolucao;

TGF, transforming growth factor;

TH, homologia Tec (Tec homology);

Thl, T helper tipo 1;

Th2, T helper tipo 2;

TICAM, dominio TIR contendo o adaptador indutor de IFN-beta (TIR domain
containing adaptor molecule);

TIR, Toll-interleukin 1 receptor;



TIRAP, proteina adaptadora contendo dominio TIR (TIR domain containing adaptor
protein);

TK, tirosina quinase (tyrosin kinase);

TLRs, receptores toll-like (toll-like receptors);

TNF, fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor);

TRAF, fator associado ao receptor de TNF (TNF receptor associated factor);

TRECSs, circulos de excisdo de receptores de células T (T-cell receptor excision
circles);

UNC93B1, unc-93 homolog B1, TLR signaling regulator;

WAO, Organizagédo Mundial de Alergia (World Allergy Organization);

XLA, agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X ou agamaglobulinemia ligada ao

X (X-linked agammaglobulinemia).
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1. INTRODUCAO

1.1. Agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X

A agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X (XLA, do inglés, X-linked
agammaglobulinemia; OMIM 300300) ou simplesmente agamaglobulinemia ligada ao X é
uma imunodeficiéncia primaria (PID, primary immunodeficiency) ou erro inato da imunidade
(IEl, inborn error of immunity) categorizada como uma imunodeficiéncia humoral primaria
(PAD, primary antibody deficiencies) [1]. E causada por variantes patogénicas em uma
proteina de transducdo de sinal chamada tirosina quinase de Bruton (BTK, Bruton tyrosine
kinase) [2, 3]. Os pacientes sintomaticos geralmente manifestam importante
hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia e a quase auséncia de linfocitos B CD19+.
Apresentam suscetibilidade aumentada a infecgdo, normalmente notada pela primeira vez em
bebés do sexo masculino entre trés e 18 meses de idade [4- 7]. Estudos moleculares capazes
de reconhecer uma variante patogénica em BTK confirmam o diagnéstico [8]. A base do
tratamento para a XLA ¢é a terapia de reposi¢cdo com imunoglobulina (IgRT, immunoglobulin
replacement therapy) [8-10].

Com relacdo a epidemiologia, a estimativa da incidéncia ou prevaléncia da XLA é
incompleta porque a doenca é rara e a triagem populacional/neonatal ndo é realizada. No
entanto, os resultados de um registro dos Estados Unidos da América de pacientes com XLA
forneceram uma estimativa minima de aproximadamente um (1) em 379.000 nascidos vivos

(um em 190.000 nascimentos do sexo masculino) [4, 5].

1.1.1.  Genética e fisiopatologia

A XLA é causada por variantes patogénicas em BTK, gene localizado na porg¢éo
média do brago longo do cromossomo X (Xg22.1) e nomeado em homenagem ao clinico que
descreveu o primeiro caso em 1952 [2, 3, 8, 11]. Tal gene € composto por 21 éxons e pertence
a familia Tec de proteinas tirosina quinases (PTKSs, protein tyrosine kinases) citoplasmaticas
(ou ndo receptoras). As proteinas Tec geralmente tém um dominio N-terminal de homologia
pleckstrina (PH, pleckstrin homology), seguido por um dominio de homologia Tec (TH, Tec
homology), um dominio de homologia Src 3 (SH3, Src homology 3), um dominio SH2 e um
dominio catalitico (TK, tyrosin kinase). Assim, s@o cinco os dominios conservados na BTK:
PH, TH, SH3, SH2 e TK [6, 12- 14].

O dominio PH da BTK se liga ao fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato e responde a

sinalizacdo via fosfatidilinositol 3-quinase. A descoberta de uma mutacdo patogénica em um
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residuo critico de arginina no dominio PH da BTK confirmou o envolvimento deste no
processo de ancoragem de membrana [15]. Os dominios SH3 interagem com ligantes ricos em
prolina com afinidade e seletividade moderadas. Sdo dominios de interacdo proteica e
desempenham papéis versateis e diversos, que incluem a regulacdo enzimatica, sendo capazes
de alterar a localizacdo de componentes subcelulares da via de sinalizacdo e mediar a
formacéo de conjuntos de complexos multiproteicos [16].

Em geral, os dominios SH2 estdo envolvidos na transducdo de sinal. Eles
normalmente interagem com ligantes que contém tirosina fosforilada (pTyr, tyrosine-
phosphorylated) por meio de dois bolsdes de superficie, uma pTyr e um bolsdo de ligacao
hidrofébico, permitindo que proteinas com dominios SH2 se localizem em sitios de pTyr [17].
J& as PTKs catalisam a transferéncia do grupo gama-fosforil do ATP para residuos de tirosina
em substratos proteicos. Elas tém similaridade com as quinases Src pelo fato de conterem
dominios de interacdo de proteina de homologia Src (SH3, SH2) N-terminal para o dominio
catalitico de TK [18].

A BTK ¢é expressa em todos os estagios de desenvolvimento da linhagem de
células B, bem como em células mieloides e eritroides [13, 19]. Dentre suas diversas funcgdes,
um dos seus principais papéis esta na promocdo da expansdo de células pré-B no estagio pré-
B1 para pré-B2 [6]. Como consequéncia da falha no desenvolvimento de células B, os
pacientes afetados por uma variante patogénica em BTK tém quantidade significativamente
reduzida de linfécitos B teciduais e periféricos, incapazes de gerar células plasmaticas. Dessa
forma, apresentam niveis extremamente diminuidos de todas as classes de imunoglobulinas e
respostas humorais marcadamente defeituosas [5, 6, 8, 20, 21]. Portanto, 0s pacientes com
XLA sdo muito suscetiveis a infeccGes por bactérias encapsuladas e certos virus difundidos
pelo sangue [5, 6, 8, 20-23], o que reflete a importante fun¢do humoral na opsonizacdo de
bactérias encapsuladas e neutralizacdo de enterovirus.

O comprometimento também é observado nas respostas das células T de memoria
a bactérias colonizadoras da mucosa (por exemplo, Neisseria meningitidis), mas ndo a
patdgenos respiratorios obrigatorios (por exemplo, virus influenza) [24]. O repertério de
células T ¢é alterado em comparacdo com pessoas sem defeitos imunoldgicos

(imunocompetentes), evidenciando diversidade restrita [25].

1.1.2.  Apresentacdo e manifestacdes clinicas
Existe apenas um achado fisico caracteristico da XLA, que ¢é a auséncia ou quase
auséncia de amigdalas e adenoides, ambas ricas em celulas B [6, 22]. Infec¢des bacterianas
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recorrentes, especialmente das vias aéreas, estdo entre as manifestagdes mais comuns da XLA
[6, 26].

As infeccOes recorrentes, apresentadas pela maioria dos pacientes, tém um papel
preponderante no diagndstico, embora alguns sejam diagnosticados em um estagio anterior
devido a uma historia familiar positiva [5]. Contudo, dois tercos dos pacientes, mesmo com
histérico familiar positivo, ndo sdo diagnosticados no nascimento ou logo ap6s, mas sim
depois de apresentarem manifestacBes clinicas. Na Italia, o diagndstico de XLA foi
semelhante entre casos esporadicos e familiares (67 meses e 64 meses, respectivamente) [27].
Uma pesquisa da Organizacdo Mundial de Alergologia (WAO, World Allergy Organization)
que incluiu 783 pacientes com XLA de 40 centros em todo o mundo revelou um atraso entre
as manifestacdes clinicas e o diagnostico superior a 24 meses em mais de um terco dos
centros participantes [28].

O recém-nascido a termo com XLA ¢é protegido pela imunoglobulina G (IgG)
materna que € ativamente transportada através da placenta durante o Gltimo trimestre da
gravidez. A hipogamaglobulinemia e uma maior suscetibilidade a infeccdo se desenvolvem a
medida que a 1gG adquirida pela mée é catabolizada apds o nascimento e o0 bebé € incapaz de
produzir a sua propria. Por conseguinte, os pacientes geralmente ndo apresentam sintomas
clinicos até os trés meses de idade [5]. Quase 50% dos pacientes apresentam manifestacdes
clinicas por volta de um ano de idade, e bem mais de 95% desenvolvem sintomas por volta
dos cinco anos de idade [5, 6]. Aproximadamente 50% dos pacientes sdo diagnosticados aos
dois anos de idade. Existem raros relatos (casos clinicos individuais) bem documentados de
pacientes com XLA que ndo apresentaram sintomas clinicos suficientes para serem
diagnosticados com agamaglobulinemia até a vida adulta [29-34].

A hipdtese diagndéstica de XLA ou qualquer outro IEI pode ser complexa porque,
individualmente, sdo distarbios raros [1, 5], mas muitas das manifestacdes clinicas dos IEI —
particularmente da XLA —, como infecgdes, sdo relativamente comuns na populagdo em geral.
Aproximadamente 40% dos pacientes com XLA possuem um histérico familiar [5], o qual
reitera a importancia da hipdtese diagndstica em pacientes com fendtipo compativel com
XLA, pois aproximadamente 60% dos pacientes apresentam uma variante espontanea (de
novo). Portanto, a obtencdo da historia familiar detalhada de qualquer paciente é essencial,
uma vez que uma minoria deles teve um membro da familia masculino afetado. E
fundamental questionar especificamente sobre parentes do sexo masculino que foram
hospitalizados quando criancas, que tiveram doengas significativas ou morreram na infancia,

pois essas sdo indicacfes cruciais quanto a presenca de distarbios hereditarios importantes.
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Em pacientes com historico familiar positivo, pode-se fazer o diagnostico antes que o paciente
tenha qualquer infeccao.

A maioria dos pacientes com XLA, no entanto, ndo tem uma historia familiar
positiva, e nesse cenario as habilidades clinicas do pediatra, imunologista ou outro médico
especialista relacionado sdo fundamentais. Ndo existe uma correlacdo entre o numero de
infeccdes e a suspeita de um IEI. No entanto, existem situacdes clinicas em que o diagndstico
deve ser considerado. O principal deles é quando o clinico suspeita que o paciente tenha uma
suscetibilidade aumentada a infec¢des, conforme definido por infec¢Ges recorrentes (ou seja,
otite média), infeccBes incomumente graves, como pneumonia que requer hospitalizacdo ou
infeccdes que sdo atipicas em sua apresentacdo ou organismo causador [22].

Os sinais e sintomas clinicos de infec¢fes sinopulmonares recorrentes e cronicas e
suas sequelas incluem tosse cronica, rinite crénica e gotejamento pds-nasal, e baqueteamento
digital (hipocratismo digital) [35]. Os graficos de crescimento devem ser examinados em

busca de evidéncias de falha ou atraso no crescimento.

1.1.2.1. Infecgdes bacterianas

As infeccBes bacterianas sdo as manifestacdes clinicas mais comuns de XLA
antes e depois do diagnoéstico [5, 6, 8, 20-23]. Sdo geralmente causadas por bactérias
piogénicas encapsuladas, microrganismos para 0S quais a opsonizacdo (por anticorpos) €
uma defesa priméaria (mecanismo inato) do hospedeiro.

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus
pyogenes, espécies de Pseudomonas sdo algumas das varias espécies bacterianas responsaveis
pela maioria dos episddios de sepse, osteomielite, artrite séptica e infeccdes do sistema
nervoso central (SNC) em pacientes com XLA [5, 20, 22]. Também, esses mesmos
microrganismos sdo o0s principais causadores das infeccOes das vias aeras inferiores. No
entanto, a etiologia infecciosa especifica das infecgdes respiratdrias em XLA frequentemente
é desconhecida [5]. As espécies de Salmonella e Campylobacter podem causar gastroenterite
[5]. Organismos do género Helicobacter podem causar bacteremia cronica caracteristica e/ou
infeccOes linfaticas [36].

Antes do diagnostico, a otite média recorrente é a infeccdo do trato respiratério
mais comum, seguida de pneumonia e sinusite [5, 21, 22]. Em um estudo com 254 criangas
com pneumonia adquirida na comunidade (131 meninos e 123 meninas, idade média de 4,5
anos) que foram rastreadas para PID/IEI, dois dos 131 meninos foram diagnosticados com

XLA [37]. Ap0s o diagnostico, pneumonia e sinusite aguda e crénica sdo as mais comuns das
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|
Figura 1. (A) Maculas eritematosas em maos e pernas no inicio do tratamento (julho de 2018). (B)
A lesdo na perna direita evoluiu para placa violacea e crostas necroticas (setas) (fevereiro de 2019).
(C) Estas lesdes progrediram, apesar do tratamento, para Ulcera tipo pioderma gangrenoso (junho
de 2019). Figura extraida de Romo-Gonzalez et al, 2022 [43, All rights reserved to Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology].

infeccdes do trato respiratorio, mesmo apds IgRT [5]. A bronquite e a pneumonia requerem
especial atencdo, pois podem levar a doenca pulmonar cronica (bronquiectasia e obstrucdo do
fluxo aéreo) e insuficiéncia pulmonar [5, 20, 21, 23, 26, 38, 39]. Especial atencdo se deve dar
a artrite, especialmente séptica.

InfeccOes bacterianas sistémicas difundidas pelo sangue, como bacteremia/sepse,
osteomielite, artrite séptica e meningite, eram mais comuns nas primeiras décadas apds a
descricdo inicial da doenca por Bruton em 1952 [20, 21]. De fato, o primeiro paciente descrito
apresentava episodios recorrentes de sepse [11]. As infecgbes bacterianas sistémicas
tornaram-se menos frequentes com o advento de adequada IgRT, embora essas infecgdes
ainda ocorram [5, 21].

Infeccdo intravascular/linfatica causada por organismos do género Helicobacter
(que incluem os taxons Flexispira) foi descrita em pacientes com XLA [36, 40-44]. Sao
infeccOes bacteriémicas (difundidas pelo sangue), geralmente persistentes e/ou recorrentes.
Um sinal clinico para seu diagnéstico € a presenca de lesGes cuténeas e subcutaneas
caracteristicas, endurecidas, violaceas nas extremidades, de aspecto semelhante ao pioderma
gangrenoso (Figura 1).

InfeccBes causadas por espécies de Mycoplasma e Ureaplasma sdo raras em
pacientes com XLA, mas quando ocorrem, podem levar a uma variedade de manifestacoes
clinicas, incluindo infecgdes do trato respiratorio, artrite séptica e infeccdes do SNC. O
diagnostico dessas infeccGes pode ser desafiador devido ao crescimento lento e a natureza
exigente desses organismos, e seu manejo pode ser complicado pela resisténcia
antimicrobiana. Apesar desses desafios, o diagndstico precoce e a terapia antimicrobiana
apropriada sdo fundamentais para melhorar os resultados dos pacientes [6].
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1.1.2.2.  InfeccBes virais, fungicas e parasitarias

Os pacientes com XLA também sdo mais suscetiveis a certas infec¢Bes virais,
fangicas e parasitarias. Infec¢bes por enterovirus, tais como ECHOvirus e coxsackievirus, sdo
mais frequentes em pacientes com XLA [45], e podem se tornar crénicas e ininterruptas [46,
47]. Tais infecgdes cronicas eram mais comuns no periodo anterior a disponibilidade da IgRT
adequada [5, 20]. Entretanto, ainda h& relatos de casos isolados, mesmo diante de niveis
adequados de 1gG com IgRT [48]. As infeccBes enterovirais podem assumir a forma de
meningoencefalite e/ou hepatite cronicas, ou podem se mascarar como dermatomiosite com
infeccdo direta do musculo e da pele [45- 47].

Os primeiros sinais de meningoencefalite enteroviral podem ser uma mudanca no
comportamento e/ou regressdo do desenvolvimento, que entdo progride para
comprometimento neuroldgico completo e coma durante um periodo de meses a anos [49]. A
causa mais comum de deterioracdo neurolégica em pacientes com XLA é uma infecgdo
enteroviral [45]. Uma variedade de terapias tem sido testada para esta infeccdo dificil,
incluindo altas doses de imunoglobulina intravenosa (IVIG), imunoglobulina intratecal e
drogas antivirais, como pleconaril e pocapavir [45-49]. Infelizmente, nenhuma delas forneceu
melhora confiavel e consistente ao longo prazo, embora haja casos que sugerem beneficios
terapéuticos. Novos medicamentos enterovirais, ainda em estudo, tém se mostrado
promissores no tratamento de infec¢Bes por enterovirus com risco de morte em IEI [45].

Outras infecgbes virais, fungicas e parasitarias menos comuns também ocorrem.
InfeccBes das vias aéreas inferiores causadas por Pneumocystis jirovecii (anteriormente P.
carinii) geralmente sdo observadas apenas em pacientes debilitados, mas podem ocorrer
mesmo sob adequada IgRT [50, 51]. O micoplasma/ureaplasma causa alguns casos de artrite
e/ou osteomielite, mais frequentemente em pacientes ndo tratados ou tratados de forma
inadequada [23, 52, 53]. Outros exemplos incluem gastroenterite crbénica por rotavirus,
descrita em casos isolados, e infeccdo gastrointestinal por Giardia lamblia [5, 6, 8, 21, 54].

Pacientes com XLA também sdo propensos a desenvolver poliomielite
relacionada a vacina apds receberem a vacina de poliovirus vivo atenuado diretamente ou,
menos comumente, apds contato préximo com um individuo que recebeu a vacina viva
atenuada [5, 55]. A poliomielite relacionada a vacina € caracterizada por um periodo de
incubacdo relativamente longo, uma encefalomielite cronica e uma alta taxa de mortalidade
[47]. Essa complicacdo ndo foi observada em pacientes que vivem em paises que substituiram

a vacina viva atenuada por uma vacina de virus inativado (morto) [49].
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1.1.2.3. Neoplasias

Uma variedade de neoplasias foi relatada em pacientes com XLA [5, 56-60]. Estes
incluem cénceres linforreticulares [5, 56], adenocarcinoma gastrico e colorretal [57-60] e
carcinoma de células escamosas do pulméo [61]. Em uma coorte de 52 pacientes, o cancer
colorretal foi encontrado em trés (6%) [59]. No entanto, nenhuma neoplasia foi encontrada em
outras duas coortes de 73 e 44 pacientes, respectivamente [21, 23]. Pacientes com XLA
parecem ter um risco aumentado para o desenvolvimento de adenomas colorretais ainda
guando relativamente muito jovens [62]. Foi descrito um Unico paciente com XLA e leucemia
linfoblastica aguda (LLA) precursora de células B [63]. Devido a variante branda em BTK
neste paciente, no entanto, ndo foi possivel concluir se o defeito em BTK levou a um risco
aumentado de LLA [63, 64].

A doenca oncoldgica foi relatada em 3,7% dos pacientes com XLA de um registro
italiano de PID/IEI, com quatro envolvendo o sistema gastrointestinal, um da tireoide e um do
SNC [27]. Mesmo raras, a incidéncia dessas malignidades em pacientes com XLA foi maior
guando comparada ao relatado para homens italianos saudaveis da mesma faixa etaria [27].
Portanto, o risco de tumores na XLA ¢é incerto devido aos dados conflitantes. Estudos
epidemioldgicos sdo necessarios para determinar se os pacientes com XLA apresentam

predisposicdo aumentada para tumoresespecificos e, em caso afirmativo, em que grau.

1.1.2.4. Autoimunidade e doenca inflamatdria

Condicdes inflamatérias estdo associadas a XLA. Uma pesquisa da WAO
descreveu uma ampla gama de condi¢des autoimunes e inflamatérias, incluindo doenca
inflamatoria intestinal (IBD, inflammatory bowel disease) [28]. Embora autoanticorpos néao
sejam produzidos, até 28% dos pacientes participantes de outro estudo apresentavam queixas
consistentes com autoinflamacdo, e varios foram diagnosticados com artralgias ou artrite,
hipotireoidismo e IBD [65]. Casos de doenca de Crohn, anemia, trombocitopenia e
neutropenia sdo mais prevalentes na XLA do que o esperado na populacdo em geral [65].
Uma revisdo retrospectiva relatou que mais de um terco dos pacientes com XLA
apresentavam manifestacfes gastrointestinais e 11% foram diagnosticados com IBD ou
enterite [66]. Os pacientes devem, portanto, ser monitorados quanto ao desenvolvimento de

doencgas autoimunes e autoinflamatdrias, particularmente gastrointestinais.

1.1.3.  XLA atipica
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Certamente, a forma classica de XLA acomete a grande maioria dos pacientes,
mas formas “atipicas” de XLA, caracterizadas por baixo numero de células B, niveis
anticorpais reduzidos e doenca menos grave, foram descritas [67-70]. Tais pacientes sao
inicialmente diagnosticados (incorretamente) com outras causas de imunodeficiéncia humoral,
incluindo hipogamaglobulinemia transitoria da infancia (HTI) [69], deficiénciade anticorpos
especificos [70] e imunodeficiéncia varidvel comum (CVID, common variable
immunodeficiency) [33]. Contudo, os pacientes com XLA atipica desenvolvem o fenétipo
clinico tipico (doenca mais grave) e as anormalidades laboratoriais caracteristicas da XLA
classica em uma idade mais tardia. Um paciente com XLA branda foi diagnosticado com 51
anos de idade [68].

1.1.4.  Achados laboratoriais

Hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia, respostas deficientes de
anticorpos a imunizac@es e células B ausentes ou acentuadamente reduzidas no sangue sdo 0s
principais achados laboratoriais em pacientes com XLA. Porém, a marca registrada consiste
em uma reducdo nitida em todas as classes e subclasses de imunoglobulinas séricas e células
B (1, 2, 5, 9-12). Os niveis de IgG, imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina M (IgM)
geralmente estdo abaixo de 100 mg/dL e podem estar abaixo do nivel de deteccdo em
laboratérios clinicos. No entanto, os niveis de 1gG podem chegar a 200 a 300 mg/dL em
alguns pacientes [5].

Os niveis séricos de anticorpos para antigenos ubiquos (por exemplo,
isohemaglutininas e Escherichia coli) ou para imunizagdes (por exemplo, poliomielite, tétano,
difteria) sdo extremamente reduzidos ou indetectaveis [5, 6, 8, 20-23]. Embora 0 nimero € a
funcdo das células T sejam normais, um estudo de 15 pacientes com XLA mostrou repertorio
de células T distorcido e limitado [25].

Células B maduras (por exemplo, células B portadoras de imunoglobulina ou
células B CD19+ ou CD20+) sdo marcadamente reduzidas e podem ser tdo baixas quanto
0,01% a menos de 2% de células B CD19+ [71], tanto no sangue quanto em tecidos, como
foliculos linfoides e centros germinativos de linfonodos [5, 6, 8, 20-23]. Da mesma forma, as
células plasmaticas estdo ausentes no tecido linfoide, na medula 6ssea e na lamina prépria da
mucosa retal [5, 6, 8, 20-23]. Além disso, de 15 a 25% dos pacientes podem ter neutropenia
em algum momento, 0 que pode ser grave [72-75]. A neutropenia esta associada a alta carga
bacteriana observada na infecgéo ativa e normalmente se resolve com terapia antimicrobiana e
a lgRT.
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1.1.5. Diagnéstico

Tabela 1. Critérios diagnosticos para agamaglobulinemia ligada ao X (XLA)

Diagndstico definitivo”

Paciente do sexo masculino com contagem de células B CD19+ inferior a 2%,
acompanhado de pelo menos:

1. Variante patogénica em BTK.

2. Auséncia de RNAmM de BTK em monocitos ou neutrdfilos através de analises
em

Northern blot.

3. Auséncia da proteina BTK em mondcitos ou plaquetas.

4. Primos, tios ou sobrinhos com contagem de células B CD19+ inferior a 2%.

Provavel diagnoéstico”

Paciente do sexo masculino com contagem de células B CD19+ inferior a 2%,
acompanhado de pelo menos:

1. Inicio de recorrentes infeccdes bacterianas nos primeiros cinco anos de vida.

2. Quantificacdo de 1gG, IgM e IgA maiores que 2 DP abaixo do normal para a idade.
3. Auséncia de isohemaglutininas e/ou resposta ruim ou reacdo as vacinas.

4. Outras causas de hipogamaglobulinemia foram excluidas.

Possivel diagnéstico”

Paciente do sexo masculino com contagem de células B CD19+ inferior a 2%, em que outras
causas de hipogamaglobulinemia foram excluidas e no minimo é acompanhado de um desses
critérios positivos:

1. Inicio de recorrentes infeccdes bacterianas nos primeiros cinco anos de vida.
2. Quantificacdo de IgG, IgM e IgA maiores que 2 DP abaixo do normal para a idade.
3. Auséncia de isohemaglutininas.

CD: cluster de diferenciagdo; BTK: tirosina quinase de Bruton; RNAm: RNA mensageiro; IgG/A/M:
imunoglobulina G/A/M; DP: desvio padrdo. “Pacientes com diagnéstico definitivo ou provavel sdo
considerados com mais de 98% e 85% de probabilidade, respectivamente, de manterem 0 mesmo
diagndstico em 20 anos. Pacientes com um diagnostico possivel sdo aqueles que apresentam alguns,
mas ndo todos, os achados clinicos ou laboratoriais caracteristicos de um determinado disturbio [76,
All rights reserved to Elsevier].

A combinacdo de historia familiar (se presente), historia clinica e exame fisico
geralmente levanta a hipdtese diagndstica de XLA. A avaliacdo laboratorial inicial de um
paciente do sexo masculino com suspeita de XLA inclui um hemograma completo com
diferencial, niveis séricos quantitativos de imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) e titulos de
anticorpos séricos especificos em resposta a imunizagdo e/ou infeccdo (por exemplo, tétano,

difteria, H. influenzae tipo B e pneumococo). A descoberta de baixos niveis de
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imunoglobulina indica a necessidade de testes adicionais, incluindo a determinacdo de
subpopulaces de linfocitos (subconjuntos de células T, B e natural killer [NK]) por
citometria de fluxo para documentar numeros de células B intensamente reduzidos ou
ausentes no sangue periférico. Todo esfor¢co deve ser feito para documentar uma variante em
BTK, quando encontrados niveis significativamente reduzidos de imunoglobulina e de células
B. Em aproximadamente 20% dos pacientes com o fenétipo de XLA ndo serdo encontradas
variantes em BTK, mas sim variantes patogénicas em outros genes. Esses disturbios mais
raros, em muitos casos diagnosticados como agamaglobulinemia autossémica recessiva
(ARA, autosomal recessive agammaglobulinemia), podem afetar tanto mulheres quanto
homens.

Em 1999, um comité internacional estabeleceu critérios para o diagnostico de
XLA (Tabela 1) [76]. Um diagnostico definitivo é feito quando um paciente do sexo
masculino apresenta hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia, menos de 2% de células
B CD19+ e um membro da familia do sexo masculino de linhagem materna documentado
como tendo também agamaglobulinemia e menos de 2% de células B CD19+ ou um
diagnostico molecular confirmado (por DNA, RNA mensageiro [MRNA] ou analise de
proteinas) em BTK ou na expressdo de BTK. Um diagnostico provavel ou possivel com base
na historia clinica, niveis séricos quantitativos baixos de imunoglobulina e resposta ausente as
vacinas € feito se esses criterios ndo forem atendidos, mas outras causas de

agamaglobulinemia ou hipogamaglobulinemia forem descartadas.

1.1.6.  Triagem neonatal

E possivel rastrear defeitos na maturagio de células B em recém-nascidos, como
diferentes formas de agamaglobulinemia, através dos circulos de excisdo de recombinacdo de
delecdo de imunoglobulina kappa (KRECs, immunoglobulin kappa-deleting recombination
excision circles). Eles sdo formados no processo de maturacéo de células B durante a exclusdo
alélica e ndo sdo produzidos em pacientes com defeitos de maturacdo de células B, como
XLA, pois ocorrem antes desse estagio [77].

Os KRECs podem ser usados para rastrear defeitos de maturacdo precoce de
células B a partir de manchas de sangue seco em cartdes de triagem de recém-nascidos usando
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction), semelhante ao uso
de circulos de excisdo de receptores de células T (TRECs, T-cell receptor excision circles)
para rastrear defeitos de células T [77].

A triagem simulténea para deficiéncias de células T e B usando TRECs e KRECs
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tem sido estudada [78, 79]. Um trabalho que analisou os KRECs ao longo do tempo em
pacientes com XLA observou KRECs marcadamente baixos ou diminuidos no nascimento,
que assim permaneceram ao longo do tempo [78]. Por outro lado, existem relatos de pacientes
com variantes hipomorficas de BTK que ndo foram identificados através da triagem neonatal,
seja na primeira semana de vida, como em idade infantil [80]. De qualquer forma, a triagem
neonatal é valiosa, pois o diagnostico precoce e o tratamento precoce, incluindo a IgRT, séo

essenciais para melhorar o prognostico e a qualidade de vida de pacientes com XLA [77].

1.1.7.  Deteccado de portador

Existem trés técnicas disponiveis para determinar o status de portador de
membros femininos da familia: (1) deteccdo da variante relevante em BTK, (Il) anélise de
ligacdo e (I11) detecgdo de inativacdo alterada do cromossomo X em células B. Embora todas
tenham sido utilizadas na prética clinica, o sequenciamento do DNA genémico tornou-se a
técnica mais amplamente realizada.

A identificacdo de uma variante em BTK é o método mais direto para detectar
uma mulher portadora [81]. A deteccdo de uma variante heterozigotica é particularmente util
em um membro feminino da familia de um paciente afetado com XLA no qual a variante de
BTK seja conhecida.

A andlise de ligacdo depende da analise de segmentos de DNA polimoérficos do
cromossomo X intimamente ligados que flanqueiam o gene BTK e permitem rastrear a
heranca de um bloco de DNA genémico em uma familia com um membro afetado. Uma
variante de BTK conhecida ndo é necessaria para a analise de ligacdo, e as variantes
codificantes e ndo-codificantes podem ser inferidas a partir deste método. Vérios loci
polimorficos que estdo intimamente ligados ao BTK foram usados para essa finalidade [82-
84].

A andlise de inativagdo alterada do cromossomo X tambem foi usada para a
deteccdo de portadores e ndo requer que a variante seja conhecida ou que um membro da
familia previamente afetado esteja disponivel. Esta técnica depende do fato de que mulheres
ndo portadoras tém duas populagdes de celulas B em seu sangue, uma na qual 0 cromossomo
X materno esta ativo e outra na qual o cromossomo X paterno esta ativo (a inativagdo de um
ou outro cromossomo X em cada célula também é chamada de lionizacéo).

Em contraste com as linhagens de células ndo-B, o cromossomo X ativo em todas
as células B de mulheres portadoras de XLA carrega o alelo BTK normal [85]. Vérias

ferramentas ou técnicas estdo disponiveis para detectar a inativacdo nédo aleatoria do
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cromossomo X, mas elas sdo realizadas apenas em laboratorios especializados. Essas técnicas
incluem andlise de padrdes de metilacdo de genes do cromossomo X [86], exame de hibridos
de células somaticas que retiveram seletivamente o cromossomo X ativo [87], e anélise de

citometria de fluxo da expresséo intracelular da proteina BTK em mondcitos ou plaquetas [7].

1.1.8.  Diagnéstico diferencial

O diagnostico diferencial de XLA inclui outras causas de agamaglobulinemia e
hipogamaglobulinemia, tais como a HTI, a CVID, a ARA, imunodeficiéncias combinadas de
células T e B com agamaglobulinemia, sindrome hiper IgM, e agamaglobulinemias
secundérias.

Resumidamente, na HTI o sistema imunolégico dos pacientes melhora com o
tempo, ao contrario de pacientes com XLA, com agamaglobulinemia vitalicia. Pacientes com
HTI produzirdo anticorpos especificos, ao contrario de pacientes com XLA. Quanto a CVID,
a idade de apresentacdo orienta o clinico no diagnostico diferencial, pois os pacientes com
agamaglobulinemia geralmente se manifestam precocemente. Os pacientes com XLA sdo do
sexo masculino, enquanto os pacientes com CVID podem ser tanto do sexo masculino quanto
feminino. Na ARA, os exames laboratoriais se assemelham aqueles dos pacientes com XLA;
porém, estes sdo do sexo masculino, em contraste com os pacientes com ARA, que podem ser
do sexo masculino ou feminino. A apresentacdo também varia, dependendo da variante
genética que leva a agamaglobulinemia.

Finalmente, nas imunodeficiéncias combinadas de células T e B com
agamaglobulinemia, os linfécitos T e B sdo afetados, ao contrdrio da XLA, que €
principalmente um disturbio de linfécitos B. Os pacientes com defeitos combinados podem
ser do sexo masculino ou feminino, ao contrario dos pacientes com XLA, que sdo do sexo
masculino.

Como j& mencionado no item 1.1.5, a quantificacdo de linfocitos B e T, niveis de
anticorpos em resposta a imunizacgdes e a identificacdo de uma variante patogénica em BTK
geralmente leva a um diagnostico preciso. Os niveis de células B sdo geralmente normais com
a maioria das outras causas de agamaglobulinemia/hipogamaglobulinemia. As excecdes séo
algumas das formas mais incomuns de imunodeficiéncia combinada grave (SCID, severe
combined immunodeficiency; T-B-NK+SCID), ARA e CVID.

Um diagndstico preciso de XLA é importante ndo apenas para o paciente, mas
também para 0s membros femininos da familia do paciente que podem ser portadores. Por

exemplo, todas as filhas de um paciente com XLA serdo portadoras, e os filhos (meninos) das
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portadoras terdo 50% de chance de serem afetados. Da mesma forma, quando a mae €

portadora, as irmas tém 50% de chance de serem portadoras.

1.1.9.  IndicagOes para encaminhamento, avaliacao inicial e gestéo clinica

Se a histdria e a apresentacdo clinica do paciente forem consistentes com o
diagnostico de agamaglobulinemia, a investigacdo deve incluir quantificdo proteica (quadro
eletroforético) e imunoglobulinas séricas juntamente com titulos de anticorpos para vacinas e
subconjuntos de linfocitos. Os imunologistas clinicos sdo uma parte essencial da equipe
médica e podem ajudar a interpretar os resultados laboratoriais, garantir o tratamento
adequado e monitorar o paciente ao longo do tempo para avaliar outras comorbidades.

A tomografia computadorizada de alta resolucdo (TCAR) do térax, juntamente
com o teste de funcdo pulmonar em criancas com idade suficiente para conclui-lo, deve ser
realizada como parte da avaliacdo inicial para verificar a presenca/extensdao de
bronquiectasias e avaliar o estado funcional pulmonar [26].

A IgRT ¢ a pedra angular do tratamento para XLA [5, 38, 88]. Os cuidados gerais
de suporte incluem medidas para evitar infec¢fes e imunizacdo com vacinas recombinantes e
inativadas [89, 90]. A realizacdo de testes como hemograma completo, quimica sérica e/ou
procedimentos radioldgicos especificos podem fornecer informacdes sobre se 0 paciente tem
uma infeccdo aguda ou cronica, como acontece com qualquer outro paciente [89, 90].

1.1.10. Terapia de reposicao de imunoglobulina e antibiotica

Duas formas de IgRT estdo disponiveis: IVIG e imunoglobulina subcutanea
(SCIG). A dose para cada uma dessas preparacdes € determinada por uma combinacdo do
peso do paciente, dos niveis “minimos” ou pré-infusdo de 1gG apds o inicio do tratamento, e a
resposta clinica e condi¢do do paciente [91].

O uso de IgRT em pacientes com XLA nédo foi analisado em estudos
randomizados, sendo improvavel que um estudo randomizado seja realizado. A experiéncia
clinica e estudos observacionais em pacientes com XLA e outras formas de
agamaglobulinemia/hipogamaglobulinemia, em especial a CVID, indicam que a IgRT reduza
a morbidade e a mortalidade [91]. Dados de estudos observacionais mostram que a IgRT
diminui a taxa de infec¢bes — particularmente pulmonares, tanto agudas quanto cronicas — e
reduz as taxas de hospitalizacdo em pacientes com XLA [5, 38, 88]. A IgRT também ajuda a
prevenir o desenvolvimento de insuficiéncia pulmonar de longo prazo na maioria dos estudos

e reduz o risco de infecgOes sistémicas por enterovirus [38, 88].
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Em uma coorte de 29 pacientes com XLA, uma resposta a dose de IgRT foi
observada em relacdo a incidéncia de pneumonia e nimero de dias hospitalizados [87].
Meningite bacteriana, bronquiectasia e doenca pulmonar cronica ndo foram relatadas em
pacientes que receberam IVIG, mas ocorreram em pacientes que receberam doses mais baixas
de imunoglobulina por via intramuscular. A 1VIG foi mais benéfica quando iniciada antes dos
cinco anos de idade [87]. Em outra série de 31 pacientes com XLA, a incidéncia de infecgdes
bacterianas que requerem hospitalizagcdo também diminuiu apos o inicio da IVIG (de 0,4 para
0,06 por paciente por ano) [37].

No entanto, apesar dos inumeros beneficios, a IgRT tem suas limitagdes. As
preparacOes disponiveis apenas substituem 1gG, mas ndo IgM ou IgA, que possuem algumas
funcdes bioldgicas exclusivas da 1gG [92]. Além disso, as preparacdes de imunoglobulina
disponiveis comercialmente sdo isoladas de pools constituidos por milhares de doadores.
Assim, embora possuam titulos significativos de anticorpos contra patégenos comuns, as
preparacGes comerciais podem ndo ter titulos significativos contra organismos incomuns que
0s pacientes com XLA podem encontrar [92]. Também pode ndo proteger contra um novo
virus [92, 93]. Finalmente, a imunidade passiva conferida pela IgRT néo replica 0 aumento
normal na producdo de anticorpos contra um microrganismo infectante que ocorre em
individuos imunocompetentes com imunidade ativa [93].

Além da IgRT, os pacientes com XLA requerem terapia antibidtica agressiva para
qualquer infeccdo documentada e/ou suspeita. Em alguns casos, a terapia antibidtica
prolongada pode ser indicada como tratamento para infeccdes pulmonares em curso ou
sinusite cronica ou como profilaxia contra essas infec¢fes, particularmente em quadros de
bronquiectasia. Vale também ressaltar que a terapia antibidtica prolongada pode estar
relacionada a alta frequéncia de perda auditiva em pacientes com deficiéncia de anticorpos,
inclusive a XLA, e uma avaliacdo audioldgica sistemética deve fazer parte do atendimento

clinico desses pacientes [94].

1.1.11. Medidas para evitar o contagio

Outras consideracdes no cuidado de pacientes com XLA incluem vacinacdes e
prevencdo de infeccOes. Os pacientes com XLA n&o irdo gerar respostas de anticorpos
significativas a imunizagéo profilatica [9]. No entanto, muitos médicos ainda imunizam esses
pacientes com vacinas virais e bacterianas recombinantes (por exemplo, vacina anual contra
influenza) na expectativa de que gerem respostas imunes mediadas por células T que possam

oferecer alguma protecdo adicional além daquela obtida com a IgRT. Vacinas de virus vivos
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sdo contraindicadas [9, 95], incluindo a vacina oral da poliomielite (Sabin), por ser uma
vacina de virus atenuado (o contato do paciente com XLA com pessoas, especialmente
familiares, recentemente vacinadas com a vacina oral da poliomielite deve ser evitado). A
imunizacdo contra agentes infecciosos transmissiveis € incentivada para familiares préximos
[95].

Com relacdo a recente epidemia de COVID-19, certamente pacientes com PAD
apresentam maior vulnerabilidade a infeccdo, porém dados de um estudo europeu concluiram
que a mortalidade ndo foi significativamente aumentada nesse grupo de pacientes com IEI.
Certamente a administracdo de anticorpos monoclonais (MoAbs), que demonstraram ser
eficazes contra as novas variantes virais, a imunizacdo com doses adicionais de reforco da
vacina, e a possibilidade de examinar as respostas imunes de curto e longo prazo e a
administracdo de medicamentos antivirais recém-desenvolvidos tiveram um papel importante
no combate a COVID-19 em pacientes com PAD [96].

A protecédo passiva contra certas infec¢bes, como tétano e varicela, com globulina
hiperimune geralmente ndo é necessaria em pacientes que ja recebem IgRT padrédo [97, 98].
Abordagens sensatas para reduzir a exposicdo do paciente a doencas infecciosas
transmissiveis, como lavar as maos e evitar goticulas respiratorias, sdo recomendadas [97].

Finalmente, os pacientes devem evitar a ingestao de agua potavel ndo tratada, se possivel [98].

1.1.12. Monitoramento do estado pulmonar

Monitorar o paciente para danos pulmonares subclinicos, mas progressivos,
também € importante, uma vez que varios estudos mostraram que esses pacientes podem
desenvolver doenca pulmonar crénica [5, 20, 21, 23, 26, 38, 39]. Tal monitoramento pode
assumir a forma de testes rotineiros de funcdo pulmonar. Exames de TCAR de térax podem
ser valiosos na deteccdo precoce e progressiva de danos estruturais pulmonares, embora o
risco acumulado de radiacdo deva ser levado em consideragdo na realizagcdo desses exames.
Seis pacientes com XLA com bronquiectasia submetidos a transplante pulmonar tiveram
resultados ruins ao longo prazo com alta incidéncia de sepse pulmonar, disfungdo cronica do
aloenxerto pulmonar e mortalidade em cinco pacientes dentro de trés anos apds o transplante
[99].

1.1.13. Transplante de células hematopoiéticas e terapia génica para XLA
Os riscos do transplante alogénico de células hematopoiéticas (HCT,

hematopoietic cell transplantation) ou terapia génica para XLA ha muito sdo considerados
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superiores aos beneficios, particularmente em vista do tratamento bem- sucedido com IgRT e
antibioticos. No entanto, o alto custo da imunoglobulina, o acesso limitado a imunoglobulina
em alguns paises e populacdes e o desejo do paciente de se livrar de infusdes periddicas
vitalicias estimularam o interesse por essas possiveis curas. A terapia génica com células
autologas para corrigir células hematopoiéticas continua em investigacdo, embora nenhum
ensaio clinico em pacientes tenha sido realizado até o momento. Alguns trabalhos sugerem

que o HCT possa ser bem sucedido em pacientes com XLA [100, 101].

1.1.14. Prognostico

A idade média de diagnostico diminuiu de modo significativo desde a descricédo
inicial da XLA [5]. Além disso, as prepara¢fes de imunoglobulina melhoraram, permitindo
que os pacientes mantenham niveis normais de 1gG na terapia de reposi¢do. Espera-se que a
maioria dos pacientes com XLA nascidos nas ultimas décadas e tratados adequadamente (sem
HCT) sobreviva até a vida adulta devido a essas melhorias no diagndéstico inicial, na IgRT e
no tratamento de infecgdes. Em um estudo de 2006, mais de 40% dos pacientes com XLA em
um registro dos Estados Unidos da América eram adultos. Na mesma série, apenas trés de 80
pacientes acompanhados prospectivamente por um periodo de quatro anos morreram e,
notavelmente, dois morreram de causas iatrogénicas [5]. Observacdes de um registro italiano
com um acompanhamento médio de mais de oito anos por paciente revelaram uma taxa de
sobrevida global de quase 93% aos 43 anos de idade [27]. A mortalidade aumentou naqueles
com doenca pulmonar crénica. Em uma pesquisa mundial, 41% das mortes relatadas foram
devidas a doenc¢a pulmonar aguda ou crénica [28].

Para pacientes que sobrevivem até a idade adulta, a qualidade de vida geralmente
é boa. Os adultos com XLA faltam mais dias a escola/trabalho e sdo hospitalizados com maior
frequéncia do que os homens na populacdo em geral. No entanto, a maioria leva uma vida

produtiva e gratificante, apesar dessas limitagoes [39, 102, 103].

1.2. Receptores toll-like (RTLS)

Os receptores toll-like (TLRs, toll-like receptors) sdo estruturas proteicas
eucaridticas capazes de detectar antigenos microbianos especificos. Constituem uma classe de
receptores de reconhecimento de padrdo (PRR, pattern recognition receptor) com localizagédo
intracelular ou de membrana. Derivam seu nome da homologia com a molécula Drosophila
Toll, um componente importante do padrdo de desenvolvimento dorso-ventral e defesa

antifungica [104, 105]. Os TLRs séo filogeneticamente antigos, presentes em invertebrados e
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Figura 2. Sinalizacdo TLR em células dendriticas convencionais, macrofagos e células
dendriticas plasmatoides. TLR2 (TLR2 em associagdo com TLR1 ou TLR6), TLR4, TLR5 e
TLR11 estdo localizados na superficie celular para reconhecimento de ligantes. TLR3, TLR7 e
TLR9 estdo localizados no endossoma, que é transportado para o endossoma através da proteina
transportadora UNC93B1 (UNC-93B) localizada no reticulo endoplasmatico para o
reconhecimento do ligando no limen do endossoma. Todos os TLRs, exceto TLR3, recrutam
MYD88, enquanto TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6 recrutam o adaptador adicional TIRAP, que liga o
dominio TIR com MYD88. TLR3 e TLR4 recrutam TICAM1 (TRIF). O TLR4 requer o adaptador
de linker adicional TRAML1, que liga o dominio TIR do TLR4 ao TICAM1. Células dendriticas ou
macrofagos estimulados com ligantes TLR1, TLR2, TLR5, TLR6 e TLR11 iniciam a via
dependente de MYD88, enquanto os ligantes TLR3 iniciam a via dependente de TICAM1. O
TLR4 ativa as vias dependentes de MYD88 e dependentes de TICAML1. Na via dependente de
MYD88, MYD88 recruta a familia de proteinas IRAK e TRAF6. Por sua vez, TRAF6 ativa
MAP3K7 (TAK1). O MAP3K? ativado ativa o complexo IKK, que ativa as subunidades NFkB. O
MAP3K?7 ativado também ativa a via MAPK. Na via dependente de TICAM1, TICAML1 interage
com RIPK1 (RIP1) e TRAF6. TRAF6 e RIPK1 ativados ativam NFkB e MAPKs. TICAM1
também interage com TRAF3 e ativa TBK1/IKKi, que ativam IRF3 e IRF7. Células dendriticas
plasmocitoides estimuladas com ligantes TLR7 e TLR9 ativam NFkB e MAPKSs através da via
dependente de MYD88. Para induzir interferons tipo I, MYD88 associa-se a familia de proteinas
IRAK. IRAK1 e CHUK (IKKa) ativam IRF7. O IRAK1 também interage com o TRAF3 e ativa 0
IRF7. As subunidades NFKB ativadas e os IRFs séo translocados para o nlcleo. NFKkB e MAPKs
iniciam a transcricdo de genes de citocinas inflamatorias, enquanto os IRFs iniciam a transcricdo de
interferons tipo I [105, All rights reserved to Elsevier].

conservados através da evolucdo dos vertebrados, e integram o sistema imunoldgico inato.
Este gera respostas (inatas) rapidas pela exposi¢cdo a antigenos microbianos e precedem o
desenvolvimento de respostas imunes adaptativas [106]. Os ligantes para TLRs sdo chamados
de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs, pathogen-associated molecular
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patterns), que sdo componentes de microbios patogénicos. Nos vertebrados, desempenham
funcbes independentemente da imunidade adaptativa, mas também agem direcionando a

diferenciacéo de células T naive em células T efetoras.

1.2.1. Estrutura e fungdo dos TLRs

O numero de TLRs varia em espécies distintas. Pelo menos 10 foram descobertos
em humanos [104, 105, 107]. Com excecdo de TLR1, TLR2 e TLR6, os TLRs iniciam a
sinalizacdo por homodimerizagdo. TLR2 forma heterodimeros com TLR1 (TLR2/1) ou TLR6
(TLR2/6). A estrutura e organizagdo do receptor, ligantes e sinalizacdo estdo resumidos na
Tabela 2 e na Figura 2. Estruturalmente, todos os TLRs sdo semelhantes: tém um dominio de
ligacdo e reconhecimento de ligante extracelular que contém repeticGes ricas em leucina; tém
um Unico dominio de transmembrana; e o dominio citoplasmético (sinalizacdo). Este é
homdlogo ao receptor de interleucina (IL) 1 (IL-1) e é denominado receptor toll/IL-1 ou

dominio Toll-interleukin 1 receptor (TIR).

Tabela 2. Principais caracteristicas dos receptores toll-like.
Expressdo  Intermediérios na Produtos
celular ligacdo

Receptor Ligantes

Lipopeptideos triacilados (bactérias Gram
TLR1+TLR2 positivas, micobactérias), Neisseria porins, M/M, CDM TIRAP, MyD88 Cl
Borrelia burgdorferi OspA

TLR2+TLR6 Lipopeptideos diacilados M/M,CM  TIRAP, MyD88 Cl
TLR3 RNAdSs (virus) B, T, NK TRIF Ctllp:)FIN
LPS (bactérias Gram negativas), proteina de
~ - . M/M, CDM, TRAM, TRIFou CI, IFN
TLR4 fuséo RSV, Chlamydia HSP60, matriz M TIRAP, MyD88  tipo |
extracelular
TLR5 Flagelina (bactéria) M/M, DCM MyD88 Cl
] - o M/M, DCM, Cl, IFN
TLR7 sSRNA (virus), imidazoquinolinas CDP. B MyD88 tipo |
SSRNA (virus), M/M, CDM, Cl, IFN
VLA imidazoquinolinas CM RhE tipo |
. M/M, CDP, Cl, IFN
TLR9 DNA CpG (bactéria) BT MyD88 tipo |
TLR10 Desconhecido M/M, B MyD88

B, célula B; CDM, célula dendritica mieloide; CDP, célula dendritica plasmocitoide; CI, citocinas
inflamatodrias: fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6),
interleucina-12 (IL-12); CM, mastdcitos; CpG DNA, sitios dinucleotideos citosina guanina (em DNA
de bactérias), dsRNA, fita dupla de RNA; HSPD1, familia D de proteina de choque térmico (Hsp60)
membro 1; IFN, interferon; LPS, lipoplossacarideos; M/M, macréfago/mondcito; MYD88, MYD88
innate immune signal transduction adaptor; NK, natural killer; OspA, proteina de superficie A; RSV,
virus sincicial respiratorio; sSRNA, fita simples de RNA; T, célula T; TICAM (TRIF), dominio TIR
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contendo o adaptador indutor de IFN-beta; TIRAP, proteina adaptadora contendo dominio TIR; TLR,
receptor toll-like; TRAM, proteina de membrana associada a translocacdo 1 [105, All rights reserved
to Elsevier].

A via final comum para a sinalizagdo TLR envolve o fator nuclear para o
potencializador da cadeia leve kappa nas células B (NF-kB, nuclear factor (NF) for the kappa
(k) light chain enhancer in B cells) e a proteina ativadora-1 (AP-1, activating protein-1),
ambos fatores de transcricdo que regulam uma infinidade de genes, em especial aqueles
codificantes de importantes citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral
(TNF, tumor necrosis factor), IL-1-beta, IL-6, IL-8 e IL-12. Alguns TLRs também ativam a
producdo de interferons (IFN) tipo 1 (alfa e beta) induzindo os fatores reguladores de
interferon (IRFs, interferon regulatory factors) 3 (IRF3), 5 (IRF5) e 7 (IRF7).

1.2.2. Distribuicéo celular e tecidual

Os TLRs séo expressos diferencialmente em subpopulagfes leucocitérias distintas
[105, 108]. Monocitos e macrofagos expressam todos os TLRs, exceto TLR3. As células
dendriticas mieloides (MDCs, myeloid dendritic cells) expressam TLR2/1, TLR3, TLR4,
TLR5 e TLR8, enquanto as células dendriticas plasmocitoides (PDCs, plasmacytoid dendritic
cells) expressam TLR7 e TLR9. TLR2/6, TLR4 e TLR8 sdo encontrados nos mastocitos. As
células B expressam TLR3, TLR7, TLR9 e TLR10, enquanto as células T expressam TLR3 e
TLR9. Uma variedade de tipos de tecido pode expressar um ou mais TLRs. Como exemplo,
as superficies basolaterais das células epiteliais intestinais expressam TLR5, enquanto
fibroblastos e queratindcitos expressam TLR3 na superficie celular [109].

A localizagéo celular dos TLRs varia. TLR2/1, TLR2/6, TLR4, TLR5, TLR10 e
TLR11 estdo localizados nas superficies celulares, enquanto TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9
estdo localizados nos endossomos. Acredita-se que a expressdo de superficie celular de TLRs,
como TLR4, que reconhece lipopolissacarideos (LPS), permite o reconhecimento de
moléculas extracelulares liberadas por patdgenos. A expressao endossomal de TLR3, TLR?7,
TLR8 e TLR9 permite o reconhecimento de acidos nucleicos microbianos apos sua absorcao
e degradacdo em fagolisossomos. TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 interagem com uma proteina
de membrana do reticulo endoplasmatico (ER) chamada unc-93 homolog B1, TLR signaling
regulator (UNC93B1), essencial para a sinalizacdo adequada [110]. Além disso, a expressao
endossomal de TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 pode impedir a ativacao por acidos nucleicos do

hospedeiro e o desenvolvimento de autoimunidade.
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1.2.3. Sinalizacéo

Todos os TLRs, exceto TLR3, utilizam a proteina MYD88 adaptadora de
transducdo de sinal imune inato (MyD88, MYDS88 innate immune signal transduction
adaptor), isoladamente (TLR5, TLR7, TLR8 e TLR9) ou em conjunto com a proteina
adaptadora contendo dominio TIR (TIRAP, TIR domain containing adaptor protein)
(TLR2/1, TLR2/6 e TLR4) (Figura 2) [104, 105, 111]. H& também uma via independente de
MyD88 por meio do dominio TIR contendo o adaptador indutor de interferon-beta (IFN-beta)
(TICAM1, TIR domain containing adaptor molecule 1), que é usado por TLR3 e TLR4
(TLR4 também utiliza a TICAM2, previamente nominada como TRAM).

O adaptador MyD88 se acopla por meio das quinases 1 e 4 associadas ao receptor
de IL-1 (IRAK1 e IRAK4, interleukin 1/4 receptor associated kinase), do fator 6 associado ao
receptor de TNF (TRAF6, TNF receptor associated factor 6) e da mitogen- activated protein
kinase kinase kinase 7 (MAP3K7, previamente conhecida como transforming growth factor
(TGF)-beta-activated kinase 1, TAK1) as mitogen-activated protein kinases (MAPKS). Essa

complexa cascata de quinases culmina na ativacdo da familia de fatores de transcricéo
heterodiméricos conhecida como AP-1. Esses fatores de transcrigcdo regulam uma ampla gama
de genes que influenciam a sobrevivéncia (senescéncia), ativacao e proliferacdo celular [112].
O adaptador MAP3K7 também leva a consequente ativacdo de NF-kB através da
ativacdo do component of inhibitor of nuclear factor kappa B kinase complex (CHUK). Este
integra uma familia de fatores de transcricdo heterodiméricos que regulam muitos genes com
papéis importantes nas respostas imunes, bem como na fisiologia de uma ampla gama de
outros tipos de células. Estes incluem citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
receptores de linfécitos, moléculas de adesdo, proteinas de fase aguda e outros fatores de
transcricdo [113]. A ligacdo do TLR3 leva a ativacdo do TRAF3 seguido pela TANK binding
kinase 1 (TBK1) e CHUK, que por sua vez ativam o IRF3, levando a producéo de interferons
tipo 1. TLR7, TLR8 e TLR9 sinalizam por meio de uma via dependente de MyD88 que utiliza
IRAK1/4, CHUK, TRAF3/6 e fosfoproteina 1 secretada (SPP1, secreted phosphoprotein 1,
previamente conhecida como osteopontina), que ativa IRF7, que leva a producdo de IFN-alfa
[114]. Além disso, a producdo de IFN-alfa induzida por TLR7 demonstrou ser dependente da
ativacdo de IRF5 [115].

1.2.4. Regulagédo
Muitos fatores controlam os efeitos intracelulares da ligagdo de TLR e a

expressdo de TLRs na superficie celular, que incluem exposi¢do a antigenos microbianos,
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outros ligantes de TLRs e citocinas.

Os membros da familia génica denominada supressor de proteinas de sinalizagdo
de citocinas (SOCS, suppressor of cytokine signaling) e a degradagdo mediada por ubiquitina
de proteinas sinalizadoras estdo envolvidos na regulacdo negativa da sinalizacdo dos TLRs
[116, 117]. No trato gastrointestinal, os fatores que equilibram a tolerancia a flora hospedeira
comensal e detectam bactérias patogénicas, com respostas inflamatorias apropriadas, ndo sdo
totalmente compreendidos. A deteccdo de PAMPs comuns em bactérias patogénicas e nao
patogénicas seria antecipada para ativar a mesma resposta inflamatéria. No entanto, a
deteccdo de bactérias comensais no intestino pode induzir tolerancia. A sinalizacdo dos TLRs
deve contribuir para a homeostase intestinal regulando a proliferacdo de células epiteliais
intestinais e a integridade epitelial [118]. A expressdo e localizacdo de TLRs no epitélio
intestinal podem estar diretamente relacionadas ao esse papel na manutencdo da homeostase
versus a inducdo de inflamacdo. Por exemplo, no epitélio intestinal, a ativacdo de TLR9
através da membrana apical induz tolerdncia, enquanto a ativacdo de TLR9 através da
membrana basolateral induz uma resposta inflamatoria através da via candnica do NFkB. A
expressdo espacial diferencial de PRRs no epitélio pode constituir um mecanismo critico na
distincdo de bactérias comensais de bactérias patogénicas. A regulacdo da funcdo dos TLRs é

altamente complexa e ainda incompletamente compreendida [119- 122].

1.2.5. Respostas celulares induzidas por TLRs

A resposta a diferentes combinac6es de TLR depende da célula que expressa esse
TLR, das quantidades e tipos relativos de TLRs presentes, bem como de estimulos adicionais
e do programa de desenvolvimento da célula-alvo.

A ligacdo de TLRs de células mononucleares pode potencializar a atividade
microbicida de celulas fagociticas. Como exemplo, a ligacdo de TLR2/1 ou TLR2/6 por
componentes da parede celular de Mycobacterium tuberculosis induz a produgdo de 6xido
nitrico em camundongos e outros mecanismos bactericidas em humanos [123]. A mesma
combinacdo ligante/receptor também pode provocar apoptose em macrofagos [124]. Este
mecanismo poderia potencialmente limitar a propagacdo de microbios que estariam se
replicando intracelularmente.

As células epiteliais que tiveram seus TLRs ativados podem produzir defensinas,
que sdo peptideos antimicrobianos que oferecem defesa contra varias infeccdes. Através do
controle da proliferacdo de células intestinais e integridade epitelial, a ativacdo de TLR nas

células epiteliais intestinais pode contribuir com a homeostase intestinal. A ativacdo de TLR
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pode resultar em tolerancia dependendo de onde os TLRs estéo localizados dentro do epitélio
intestinal (ou seja, a membrana apical), enquanto a ativacdo de TLRs dentro da membrana
basolateral resulta em uma reagdo inflamatdria a microrganismos invasivos [125-127].

Além disso, a apresentacdo de antigeno, a producao de IL-12 e a superexpressao
de moléculas coestimuladoras (CD80, CD86) que resultam da ativacdo de TLR em células
dendriticas controlam o desenvolvimento de células T naive em células efetoras Thl
antigeno-especificas [128]. Também, os INFs de tipo 1 sdo produzidos como resultado da
ativacdo de TLRs (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9), que é essencial para a imunidade inata
antiviral. Varios ligantes de TLRs podem ativar tipos qualitativamente distintos de respostas
imunoldgicas, como a diferenciacdo de células T [T helper tipo 1 (Thl) vs T helper tipo 2
(Th2)] desencadeada por INF de tipo 1 ou causar respostas de citocinas diferentes [105]. A
reacdo a diferentes combinag6es de TLR é ainda influenciada por outros estimulos, pelo plano
de desenvolvimento da célula-alvo e pelas quantidades e tipos relativos de TLRs na superficie
celular.

Os TLRs resultam de um longo processo de coevolugdo entre microrganismos e
seus hospedeiros. Constituem assim defesas altamente desenvolvidas contra infeccoes.
Todavia, 0s patdgenos desenvolveram estratégias para contornar muitos desses sistemas. Por
exemplo, o virus vaccinia gera moléculas que se assemelham aos dominios TIR e podem
bloquear a sinalizacdo de TLR3 e TLR4 [129, 130].

A justificativa para este estudo reside na natureza inconclusiva das correlacdes
gendtipo-fendtipo em pacientes com XLA. Considerando que a BTK atua como um regulador
negativo para certos TLRs, a exploracdo das vias de sinalizacdo desses receptores pode
potencialmente fornecer insights sobre essa correlagdo. Isso é particularmente relevante no
contexto de manifestacdes clinicas que sdo predominantemente inflamatérias, em oposicédo

aquelas com um carater principalmente infeccioso.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo é identificar, através da expressdo génica
diferencial, alvos criticos que possam estar relacionados aos mecanismos fisiopatoldgicos da

XLA envolvidos na via de sinalizacdo dos TLRs.

2.1. Objetivos especificos

Quantificacdo da expressdo relativa dos genes BTK, IRAK2, PIK3R4, REL,
RIPK2, TFRC, TLR3, TLR6, TLR10 e UBE2N em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs, peripheral blood mononuclear cells) de pacientes com XLA e de controles do sexo
masculino saudaveis, pareados por idade.

Comparacdo estatistica da expressdo dos genes alvo nos dois grupos: pacientes
com XLA versus controles.

Inferéncia sobre o efeito clinico da expressdo diferencial dos genes analisados e o

tipo de variante patogénica em BTK dos pacientes.
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3. METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dysregulation of TLR Signaling-Associated Gene Expression in X-

linked Agammaglobulinemia: Implications for Clinical Phenotypes and Therapeutic Target

3.1.1. Title Page
Running Title: TLR signaling modulation by distinct BTK mutations

Thais de Andrade Eugénio'f, Marcelo Teocchi-?'*, Lia Furlaneto Marega!, Isabella Quinti?
and Maria Marluce dos Santos Vilelat”

! Laboratory of Pediatric Immunology, Center for Investigation in Pediatrics, School of
Medical Sciences, University of Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil

2 Department of Molecular Medicine, Sapienza University of Rome, Rome, Italy

T These authors have contributed equally to this work and share first authorship.

“Address correspondence to:
Marcelo Teocchi; B.Sc., M.D., Ph.D. E-mail: marcelo.teocchi@edu.unito.it

Maria Marluce dos Santos Vilela; M.D., Ph.D. E-mail: marluce@unicamp.br

Center for Investigation in Pediatrics, University of Campinas (FCM - UNICAMP)

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” — Bardo Geraldo
CEP: 13083-887 Campinas - SP, Brasil

3.1.2. Abstract
Correlations between XLA clinical phenotype severity and BTK genetic defects have been
inconclusive. Mutations in BTK are very heterogeneous with no single mutation accounting
for more than 3% of patients. However, missense mutations are likely to impact more
severely on XLA. Since BTK negatively regulates toll-like receptors (TLRs), we sought to
investigate whether different mutations would selectively modulate TLR pathways, impacting
the disease expression. Ten TLRs signaling-related target genes were chosen to be
individually quantified by RT-gPCR in XLA patients harboring missense (n = 3) and
nonsense (n = 5) BTK mutations in comparison to healthy matched control subjects (n = 17).
BTK, IRAK2, PIK3R4, REL, TFRC and UBE2N were predominantly downregulated while
RIPK2, TLR3, TLR10 were under- or overregulated with TLR6 being mainly upregulated. The
missense XLA group was characterized by a significant downregulation of IRAK2, PIK3R4,
REL and TFRC, and upregulation of TLR3 and/or TLR6. TLR3, TLR6, and TLR10 hypo-
expression may be associated to a higher susceptibility to bacterial or viral infections while
their hyper-expression might be involved in susceptibility to chronic inflammatory conditions,
such as arthritis or inflammatory bowel disease. Our results shed light on the genotype-

phenotype correlations in XLA, particularly in the context of clinical manifestations that are
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predominantly inflammatory, as opposed to those with a primarily infectious character.

Key-words: Bruton tyrosine kinase; B-Lymphocytes; Gene Expression Profiling; X- linked

Agammaglobulinemia; Toll-like receptors.

3.1.3. Introduction

The defect in X-linked agammaglobulinemia (XLA) resides in genetic mutations
in the Bruton tyrosine kinase (BTK), a main regulator in B-cell development (1). Failure to
produce mature B-lymphocytes associated with an unsuccessful Ig heavy chain rearrangement
characterizes this primary antibody immune deficiency. Mutations in all five domains of BTK
have been demonstrated to lead to XLA with the most common class of changes being
missense (2). In addition to mutations, numerous variants or polymorphisms have been found.
Most mutations lead to truncation of the enzyme, with those in CpG dinucleotides being the
most common mutation events in XLA (2). Recently, two large cohort series of XLA patients
have been reported (3, 4). In the Italian study, 157 XLA patients belonging to 125 families
were genetically characterized. BTK sequencing revealed 104 different mutations, among
which 20 are recurrent and 18 are novel. Mutations were divided in five separate groups
(missense, nonsense, indels, splicing and deletions), being missense that most frequent (49%),
followed by indels (18%), nonsense (17%), and mutations affecting splice sites (12%), with a
minor incidence of large deletions (4%). Among the 18 novel mutations, missense and
nonsense were the most frequent (8 and 7, respectively), followed by mutations affecting
splice sites, indels, and large deletions (1 in each category). The correlation between patients’
symptoms with each of the five groups of mutations did not reveal a significant genotype-
phenotype correlation in XLA either at diagnosis or during follow-up (3). Chen et al. reported
174 patients with XLA and underlined the need of further investigations to fully elucidate the
genotype-phenotype correlation (4).

Toll-like receptors (TLRs) belong to an evolutionarily conserved family of
receptors with a known role in the innate immunity by sensing structurally conserved
molecules derived from microorganisms. TLRs are glycoproteins of type | integral
membranes with homology to interleukin (IL)-1R in the cytoplasmic region. They also have
an N- terminal in the extracellular domain with leucine-rich repeats and one transmembrane
domain that actives a cytosolic signaling domain called TIR domain containing adaptor
protein (5), which allows for the recognition of pathogen-associated molecular patterns, such
as lipids, lipoproteins and nucleic acids. All cellular types, including dendritic cells,
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phagocytes, B-lymphocytes and endothelial cells, express TLRs (6, 7). The mammalian TLR
family consists of 13 members, being 10 different TLRs already identified in humans and 12
in mice (8). The activation of pattern recognition receptors triggers intracellular pathways
which culminate in the induction of inflammatory cytokines, chemokines and type |
interferons, which in turn promote the recruitment of leucocytes and other antigen-presenting
cells (9).

BTK interacts with the TIR domain of specific TLRs — 4, 6, 8 and 9 — and
associates with the signalizing complex components such as MYD88 innate immune signal
transduction adaptor, TIRAP (TIR domain containing adaptor protein) and IRAK1 (IL-1
receptor associated kinase 1) to activate the nuclear factor kappa B (NFkB) which generates
inflammation by transcribing proinflammatory cytokines (10-13). In XLA patients, BTK
impairment has been shown to interfere with the production of lipopolysaccharide (LPS)-
inducted cytokines (tumor necrosis factor, IL-1 beta, IL-6 and IL-10) by TLRs (14-17). XLA
patients are susceptible to encapsulate bacterial infections but not to viral infection. A notable
exception is the usually deadly echovirus-induced meningoencephalitis (Echoviruses are a
type of Enterovirus, which is a genus of viruses that includes polioviruses, coxsackieviruses,
and many others), which is frequently associated with dermatomyositis-like syndrome (18).
Further, a clinical picture of autoimmune and/or inflammatory conditions such as arthritis and
inflammatory bowel disease (IBD) develops in some patients (19). Low TLR activity may
contribute to the high susceptibility to infections while its hyperactivity is associated with
some chronic inflammatory diseases, including cardiovascular inflammation and arthritis (12,
20). BTK inhibitors have been associated with prophylaxis of rheumatoid arthritis (RA)
because BTK activates downstream of the B-cell receptor and Fc receptors in
immunoglobulins (21). Nevertheless, BTK inhibitors do not recapitulate the XLA phenotype
(22).

XLA-associated symptoms of arthritis, IBD or other inflammatory conditions
have been described (19, 23, 24), with IBD/enteritis diagnosed in up to 10% of patients (23).
The risk of these unusual complications in XLA patients is low possibly due to the benefits of
the immunomodulation exerted by the immunoglobulin treatment. On the other hand, a recent
Chinese retrospective study of 98 XLA patients reported that patients complicated with
arthritis were 45 (45.9%) in association with a higher incidence of BTK missense mutations
(25), which emphasizes a potential genotype-phenotype correlation.

By evaluating specific changes in the TLR signaling pathway in a pilot molecular

study, we aim to shed light on the effect of different BTK mutations on XLA clinical
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manifestations, its diversity and severity.

3.14. Methods

3.14.1. Subjects

Eight XLA patients were diagnosed according to the criteria of the International
Union of Immunology Societies (26); and the World Health Organization Scientific Group for
primary immunodeficiency diseases (27): B-lymphocytes CD19+ below 2%, decrease or
absence of all subtypes of immunoglobulins in serum and clinical history of recurrent
bacterial infection. All patients were under intravenous human immunoglobulin therapy.
Clinical data and sample collections were conducted between 2015 and 2018. Their
demographic, laboratorial and clinical characteristics are described in Tables 1 and 2. Three
patients, XLAOQ01-03, harbor missense mutations. In XLAO1 and XLAOQ2, a point mutation
leads to an amino acid change, respectively in exons 2 (PH domain) and 18 (TK domain). In
XLAO03, the point mutation (exon 2; PH domain) leads to an amino acid change that causes an
aberrant splicing and deletion of 23 nucleotides at the 3-end of exon 2. Healthy male age-
matched control individuals were used in all experiments.

Total blood count and the inflammatory markers — erythrocyte sedimentation rate,
ferritin and C-reactive protein — were tested for controls and patients in the Division of
Clinical Pathology of the “Hospital de Clinicas da UNICAMP”. All individuals considered in
this study signed a consent form and the research project was authorized by the Research
Ethics Committee of the School of Medical Sciences of University of Campinas (FCM-
UNICAMP), Campinas, Séo Paulo, Brazil (CEP #1176/2011).

3.1.4.2. Experiments
For all reagents and Kits used in this study instructions were always in accordance

with the standards of the manufacturers.

e Gene expression by Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain
Reaction (RT-qPCR)

Absolute and relative quantifications were assessed by a “StepOnePlus™ Real-
Time PCR System”. All RT-qPCR reagents were acquired from Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA 02451, USA.

e Total RNA extraction from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
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complementary DNA (cDNA) synthesis

Six mL of peripheral blood samples were collected in 6 mL-tubes
(VACUETTE®) containing EDTA as anticoagulant from each subject (patients and controls).
After centrifugation at 2000 x g for 15 min, buffy coats were removed and added to 1200 uL
“RNAlater™ Stabilization Solution”. PBMC total RNA was extracted using the “RiboPure™
RNA Purification Kit, blood” and reverse transcribed into cDNA with the “High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor”.

RNA quantification was evaluated by fluorometry (Qubit® 2.0 Fluorometer) and
RNA purity by spectrophotometry (NanoDrop 2000). The RNA integrity number of samples
was determined by Bioanalyzer 2100 Expert (B.02.08. S1648) (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Only qualified RNA samples were converted into cDNA.

e Absolute and relative quantifications

Absolute quantifications confirmed that 10 ng cDNA were adequate for relative
quantifications, whose reactions were run as triplicates in 6.25 uL “TagMan™ Universal
Master Mix II, with UNG”, 0.625 uL of the respective primer and 0.625 uL purified and
deionized H20 with a 10 ng cDNA sample.

3.1.4.3. Data analyses

Absolute and relative gene expression quantification data were generated and
analyzed by the “StepOne Software version 2.3”. Quantifications with a difference of more
than 0.3 CT-values (cycle threshold-values) were always removed from the analyses. The
“software GraphPad Prism 5 was applied to the statistical analysis (GraphPad Prism version
504 for Windows, GraphPad Software, San Diego California  USA,

(http://www.graphpad.com). Three specific tests were used and P values < 0.05 were

considered significant.

The Wilcoxon matched-pairs signed rank test allowed, for each target gene and
individual patient, the comparison of relative quantification data to controls, which were
always calibrated to 1.0 (relative quantification). For the two youngest patients, XLAO04 and
XLAO5, five pairs were created (e.g., five controls); for the other six, comparisons were made
considering 12 controls. Furthermore, all relative quantification data were correlated

according to the Spearman nonparametric test, including the patients’ ages.
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3.1.5. Results

3.1.5.1. Single gene expression

The BTK, IRAK2, PIK3R4, REL, TFRC and UBE2N targets were predominantly
hypo-expressed, whereas RIPK2, TLR3 and TLR10 did not show a specific predominance,
with hypo- or hyper-expression. TLR6 was the only gene that was predominantly hyper-
expressed.

As expected, the downregulation of BTK was found for all patients; however, an
intriguing exception was seen for XLAO03, who is known to have a BTK downregulation at the
protein level (28), but showed a significant BTK hyper-expression (P = 0.001) (Figure 1 and
2). It is conceivable that the type of mutation may affect BTK expression, with nonsense
mutations directing to RNA decay and BTK hypo-expression (28). Howsoever, XLAO03
(missense mutation) represents the first description of a BTK hyper-expressed, as a feasible
mutational compensatory mechanism. Even if inefficient, since the protein will always be
defective, further studies on this patient could clarify on BTK expression regulators whereas
the molecular mechanisms that led to the BTK upregulation in this patient are unclear. It is
important to stress that the youngest patients, XLAO4 and XLAO5, were compared to only
five control individuals instead of 12. This may have directly affected the significance of our
results. For this reasons, we have remarked the threshold of significance (0.1 > P > 0.05) for
some data. For XLAO4 and XLAO5, BTK was under-regulated with a P value of 0.0625, while
for other patients the P value reached 0.0034 for XLAO2 and 0.0005 for the remaining
patients.

Patients XLAO01-03, who harbor a BTK missense mutation, had a marked
downregulation for IRAK2, PIK3R4, REL and TFRC (Figure 2). With the exception of REL,
XLAO09 followed a similar pattern. Differently of the nonsense group (the other five patients
in our cohort), gene expression results were very similar for the patients into the missense
group.

The expressions of IRAK2, which plays a central role in TLR signaling to NFkB
(29), and PIK3R4 showed a significant positive correlation (P = 0.0218). IRAK2 is an adapter
in the TLR-MYD88-TRAF6 complex and might allow the downstream activation of NFkB,
regulating inflammation (30). Furthermore, IRAK2 has been identified as a contributor to ER
stress-induced cell death via ERN1/DDIT3 (also known as ERE1/CHOP) signaling (31).

All the three patients harboring a BTK missense mutation showed a significant
downregulation of REL, which belongs to the NFkB complex subunits gene family. Four
other genes are members of this family: RELA, RELB, NFKB1 and NFKB2, respectively
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encoding for p65, RELB, p50/p105 and p52 (32). The pleiotropic transcription factor NFKB is
a homo- or heterodimeric complex formed by the above mentioned REL-like domain-
containing proteins. Different dimer combinations act as transcriptional activators or
repressors, being the heterodimer RELA/REL a transcriptional activator (33). XLA01-03 and
XLAO09 had a markedly TFRC downregulation (P < 0.0122). The TFRC protein is a cell
surface receptor necessary for cellular iron uptake by the process of receptor-mediated
endocytosis (34). TFRC is downregulated in inflammatory macrophages (M1) but
upregulated in those which are alternatively activated (M2) (35). This receptor is required for
erythropoiesis and neurologic development and its deficiency is known to markedly affect
normal maturation of thymocytes, and less seriously the development of B-cells (34).

The expression of RIPK2 was quite variable in patients (Figure 1). RIPK2 was
hypo-expressed for XLAO1 (P = 0.0010) and XLAOQ7 (P = 0.0005), but hyper-expressed for
XLAO06 (P = 0.0005) and XLAQ9 (P = 0.0049). The remaining patients did not show any
significance for RIPK2 expression. Also, no significant correlation was found for the
expression of RIPK2. This serine/threonine/tyrosine kinase plays a primordial role in
modulation of innate and adaptive immune responses, particularly upon stimulation by
bacterial peptidoglycans, which activates nucleotide binding oligomerization domain
containing 1 and 2 (NOD1 and NOD?2), oligomerizing and recruiting RIPK2 through caspase
recruitment domain containing (CARD)-CARD domains (36). In different ways, RIPK2
participates in signaling pathways which culminate in NFkB activation (37).

BTK plays a role in the sensing of microbes via multiple TLRs, including TLR2,
TLR3, TLR4, TLR7/8, and TLR9 on human and mouse macrophages and dendritic cells (38)
although it have been demonstrated that the lack of BTK in XLA neutrophils does not impair
functional responses to TLR signals (LPS, for TLR4; an imidazoquinoline compound, for
TLR7/8) (39). In regard to the TLR genes and UBE2N, a prevalent over- regulation was seen
in the missense group. Likewise, for XLAQ9, we found a meaningful over-regulation for
TLR6 (P = 0.0005) and TLR10 (P = 0.0093). On the other side, TLR genes and UBE2N were
mostly under-regulated for XLAO04-07, who are the youngest patients in our cohort.
Exceptionally, TLR6 was hyper-expressed for XLAO05 (P = 0.0313).

UBE2N (also known as UBCL13) is an E2 ubiquitin-conjugating enzyme that
promotes TRAF6 K63-linked ubiquitination and NFkB activation, being strongly implicated
in inflammation and immune response pathways (40). Also, this important enzyme is
associated with many different cancer types and viral, bacterial and parasitic infections (40).

Its overregulation contributes to a proinflammatory scenario (40). UBE2N overregulation was
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detected in two missense patients, XLAO1 and XLAO3, and XLAOQ9; however, this
upregulation was in the threshold of the significance (P = 0.0640). In an opposite manner,
XLAO04-06 had a marked UBE2N under-regulation. The meaning of these results may be
directly related to their TLR expression and signaling.

Finally, the expressions of TLR3, TLR6, TLR10 and UBE2N were all positively
correlated with patient’s age (0.0368 > P > 0.0218). The highest correlation was between the
expressions of TLR6 and TLR10 (P = 0.0004). Besides, all pairs composed by UBE2N and the
three TLR genes had a significant and positive correlation (0.0279 > P > 0.0107). Taking all
45 comparison pairs for all the 10 targets into account, the only meaningful negative
correlation was between BTK and REL (P = 0.0368). RIPK2 and TFRC were not correlated
with any of the other genes.

3.1.6. Discussion

BTK mutation consequences analyzed in the XLA scenario revealed a complexity
through numerous signaling pathways affecting the expression of hundreds of genes, proteins
and molecular regulators (41). BTK functions in the immune system analyzed as a whole —
which may differ in specific cell lines and subgroups (39, 42, 43) — have not been completely
elucidated notwithstanding its well-known role as a key regulator of B-cell development (38).
Accordingly, correlations between the XLA clinical manifestation diversity/severity and the
genetic defect (BTK mutation type) are inconclusive (4, 44). Mutations in BTK are very
miscellaneous with no single mutation accounting for more than 3% of patients. Missense
mutations seem to impact more severely on XLA (23, 44). Autoimmunity and/or chronic
inflammation in XLA may be directly related to TLR signaling malfunction, leading to
complications that are consistent with a diagnosis of arthritis, IBD or other inflammatory
conditions (19, 23). Large studies described the high morbidity and mortality of XLA patients
despite progress in diagnosis and treatment (3). Regional differences were shown in the
frequency of IBD and enteroviral meningoencephalitis complications that were found to be
more prevalent in South America patients (24).

Our results show a high variability for the expression of TLR signaling-associated
genes in XLA patients, with possible outcomes on clinical manifestations. Regardless
individual differences and even epigenetics, we start from the presupposition that, for each
patient, TLR signaling gene expression dysregulation is a mutational consequence of an
absent or defective BTK. Lee et al. have demonstrated that BTK directly phosphorylates

TLR3, playing a critical role in initiating its signaling (45). As a nucleotide-sensor found on
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the surface of the membranes of the endosomes, this receptor has a function in viral infections
since it recognizes double stranded RNA. TLR3 induces the inflammatory response and
cytokine secretion (particularly type | interferons) by NFkB activation via the Toll like
receptor adaptor molecule 1 (TICAM1; also known as TRIF) (45). In the absence of BTK,
TLR3-induced PI3K, AKT and MAPK signaling and activation of NFKB, interferon
regulatory factor 3 (IRF3), and AP-1 transcription factors were all defective, also
compromising the formation of the downstream TICAM1-RIPK1-TBK1 complex. In
addition, BTK-deficient macrophages failed to secrete inflammatory cytokines and interferon
beta 1 (IFNB1) upon TLR3 stimulation (45). In missense mutations, the accumulation of a
defective BTK may be involved in endoplasmic reticulum stress (28). Zeng and colleagues
reported that XBP1 couples endoplasmic reticulum stress to augmented IFNB1 induction via
a cis-acting enhancer in macrophages (46). IFNB1 has being considered the primary cytokine
that mediates macrophage type | interferon responses to the TLR4 agonist LPS (46, 47). We
have wondered if TLR3 agonists would have a similar effect, considering the close relation
between IFNB1 and TLR3 (48).

XLA patients are known to respond to many viral infections; however, for
echovirus, coxsackie and live polio vaccine virus, these responses are compromised and may
cause progressive or chronic enteroviral meningoencephalitis, arthritis or enteritis (49, 50).
TLR3 hypo-expression may be associated to a higher susceptibility to viral infections, as seen
for patient XLAO7, who had cytomegalovirus and hepatitis B infections. On the other side,
the TLR3 hyper-expression, found in patients XLAOL1 and XLAO2, may be involved in their
susceptibility to chronic inflammatory conditions. Our data on TLR3 expression dysregulation
reinforces the hypothesis of Barmetller et al. that XLA patients with missense BTK mutations
show more clinical phenotypes than nonsense ones (23).

TLR6 plays an important role in the innate immune response to Gram-positive
bacteria and fungi, specifically recognizing diacylated and triacylated lipopeptides (51). A
correlation between the expressions of TLR6 and TLR10 was noticed for XLA patients (P =
0.0004). Considering the 10 singly quantified genes, TLR6 had the highest upregulation in
XLA patients. A significant TLR6 downregulation was observed only for XLAOQ6. In fact, as
expected, this patient was clinically characterized by pneumonias, bacterial infections,
recurrent sinusitis and diarrhea, bronchiectasis and neutropenia. Conversely, XLAQ9 showed
the highest TLR6 mRNA level (P = 0.0005), having, in some ways, similar manifestations to
XLAO06, such as chronic lung disease, bacterial rhinosinusitis and severe diarrhea, but his
condition was worsened by a diffuse parietal abdominal pain associated with a sigmoid



47

inflammatory process. TLR6 overregulation seems to favor inflammation, which becomes
chronic over time.

TLR10 is a modulatory pattern-recognition receptor with mainly inhibitory
properties and its hyper-expression in XLA patients might indicate an anti-inflammatory
signaling. It is an orphan extracellular membrane receptor with no ligand specificity. Blocking
TLR10 by antagonistic antibodies enhances proinflammatory cytokine production, including
IL-1 beta, specifically after exposure to TLR2 ligands (52, 53). This modulatory property
seems to follow the expression of TLRG6 in our patients. Indeed, Oosting et al. emphasized that
it is highly likely that the inhibitory effects of TLR10 are mediated through an interaction of
TLR10 with TLR2 and perhaps also with TLR1 and TLR6 (52). For those manifesting
chronic inflammatory conditions, we found a TLR10 hyper-expression, while its hypo-
expression was seen for XLAO6, who was prone to bacterial infections. Differently, patient
XLAO04 also had the downregulation of TLR10, without a TLR6 upregulation. As the youngest
patient in our cohort, his TLR10 quantification was in accordance with the positive correlation
with patient’s age (P = 0.0218). His clinical manifestations were mild, mainly characterized
by urinary tract infections.

Our patients carrying a BTK missense mutation (XLAO1-03) showed a striking
hypo-expression of IRAK2, PIK3R4, REL and TFRC, accompanied by a marked hyper-
expression of TLR3 and/or TLR6.

Wang and colleagues have identified a functional human IRAK2 variant that may
genetically affect colorectal cancer, showing an impairment of downstream IRAK signaling at
the level of TRAF6 ubiquitination, resulting in subsequent modulation of IL-6 transcription
(54). Importantly, patient XLAO3 was diagnosed with hyperplastic polyps of rectum. PIK3R4,
also known as VPS15, is a critical agent for autophagosome and the biogenesis and
trafficking of endosomes (55). In innate immunity, autophagy is responsible for the removal
of intracellular microbes by digestion in autolysosomes, distribution of cytosolic microbial
antigens to pattern recognition receptors and as an antimicrobial effector of TLRs and other
signaling of pattern recognition receptors (56). Furthermore, deficient autophagy due to
aberrant mutations has been associated to human inflammatory disorders such as Crohn’s
disease (56). In fact, gastroenteric illnesses were present in the missense group (Table 1). The
hypo-expression of both these genes, if directly associated with their protein levels in patients,
could have a strong participation on the molecular pathogenesis of the aforementioned clinical
manifestations. Furthermore, although being a different gene of the same family, an

autosomal recessive agammaglobulinemia was recently associated to a homozygous mutation
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in PIK3R1 (57), which emphasize the role of class 1A phosphoinositide 3 kinases in immune
function and regulation. Inasmuch as REL acts in the survival and proliferation of B-
lymphocytes, mutations or amplifications of this proto-oncogene are associated with B-cell
lymphomas, including Hodgkin’s lymphoma (58). In addition, REL single nucleotide
polymorphisms are associated with susceptibility to ulcerative colitis and RA (59, 60); and
mutations in RELB and NFKB1 have been associated with primary immunodeficiencies (61,
62). The formation of rectum hyperplastic polyps in patient XLAO3, who had the lowest
mRNA level for REL, may also be associated with this finding (63). A study in Rel”- knockout
mice with azoxymethane/adenocarcinoma dextran sulfate for colitis-associated colon cancer
stimulation showed a higher susceptibility to disease by increasing formation and
proliferation rates of intestinal polyps (64). It is crucial to understand if REL downregulation
is a direct consequence of this patient’s BTK mutation.

Along with IRAK2, PIK3R4 and REL, TFRC completes the tetrad of
downregulated genes in our XLA missense group. Downregulation points to a
proinflammatory response in our XLA patients. Moreover, as it is associated with combined
immunodeficiency, TFRC has importance in adaptive immunity (65). The XLA patients who
had the downregulation of TFRC showed conditions associated to chronic inflammation.
Inflammatory macrophages (M1), which act in the first line of defense of the pathogen
invasion, revealed low expression of TFRC and high ferritin. The opposite occurred for
alternately activated macrophages (M2), with the function of recycling the Fe++ of the
inflammatory process, which expressed a high amount of these proteins (35).

RIPK2 upregulation, seen in patients XLA06 and XLAOQ9, could be involved in
clinical manifestations related to their susceptibility to bacterial infection (Table 1). Further
studies on the expression of NOD2 in XLA could enrich our results. Both wild type NOD2
and NOD2 polymorphisms/mutations can independently lead to aberrant signaling through
RIPK2, which can lead to immune dysregulation that is the basis for multiple inflammatory
diseases. Indeed, the role of the NOD2-RIPK2 complex in inflammatory disease has been
contradictory. Whereas loss-of-function NOD2 mutations cause Crohn’s disease, gain-of-
function mutations cause early-onset sarcoidosis. Besides, wild type NOD2 and wild type
RIPK2 activity has been involved in asthma, inflammatory arthritis and multiple sclerosis
(66).

UBE2N expression was positively correlated with the expression of the all three
TLRs quantified and patient’s age. Interesting, in spite of his nonsense mutation, patient

XLAO09 gene expression profile was close to that of patients harboring a missense mutation, at
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least according to our results on the TLR signaling gene expression. Zhang and colleagues
described a mechanism by which STAT3 operates as a pivotal transcriptional repressor on
UBE2N, which should be investigated in XLA patients. STAT3 is able to modulate NFkB
activity by regulation of UBE2N abundance. They have suggested this pathway as playing
important roles in restraint of inflammation (40). Moreover, UBE2N has been investigated as
a promising target for therapeutic modulation because it possesses several desirable traits as a
target for inhibition.

In conclusion, despite the small cohort and the absence of protein analyses, our
results demonstrate that BTK variants may cause a significant impairment of TLR signaling,
but with a difficult and complex functional impact prediction due to the vast spectrum of BTK
mutations reported in these patients. The significant downregulation of IRAK2, PIK3R4, REL
and TFRC, accompanied by the upregulation of TLR3 and/or TLR6 in patients harboring BTK
missense mutations suggest a TLR pathway-gene expression signature. This finding has the
potential to contribute on the prognosis to direct the treatment and should be confirmed in

other XLA patients worldwide.
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Figure 1. Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) expression of IRAK2, PIK3R4, REL,
RIPK2, TFRC, TLR3, TLR6, TLR10 and UBE2N in X-linked agammaglobulinemia (XLA)
patients. GAPDH and HPRT1 were used as reference genes. Control samples were calibrated as
reference samples and their relative quantification were always 1.0. All quantifications for patients
were benchmarked to the reference samples. Filled boxes correspond to patients with missense BTK
mutations (XLAQ01-03) while clear boxes, those with mutations that lead to a premature stop codon
(XLAO06, XLAO7 and XLAQ9). For statistical analyses, patients were separated in two groups: children
(XLAO4 and XLAO5; neontrals = 5) and young XLA patients (XLA01-03, XLA06, XLAO7 and XLAO09;
Neontrots = 12). Children patients are not represented by box plots. The Wilcoxon matched-pairs signed
rank test was used for the comparison between pairs. All P values are described in the table below the
figure. * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; ns, non-significant. Significant hyperexpressions were
marked with hot colors, e.g., yellow (*), orange (**) and red (***). Cold colors were used for
meaningful hypoexpressions: light green (*), green (**) and light blue (***). P values in the threshold
of significance (0.1 > P > 0.05) were shown with red (upregulation) or blue (downregulation) fonts.
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Figure 2. Expression of BTK in PBMC from XLA patients and healthy controls. Relative
expression of the BTK gene in patients with mutations that lead to a premature stop codon (clear
boxes) and patients with missense mutations (filled boxes). The y-axis represents the quantitative data
of the relative mRNA expression of the BTK gene. Data from RT-gPCRs were generated from
GAPDH and HPRT1 as reference genes, in combination. Data are shown as median with interquartile
range (whiskers: minimum to maximum). The Wilcoxon matched-pairs signed rank test was carried
out for statistical analysis, in which all patients were compared to 12 healthy matched controls, except
for XLAO04 and XLAO5 (young patients), who were compared to five healthy matched controls (**P <
0.01; ***P < 0.001).
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Table 1. Mutational and clinical features of the studied X-linked agammaglobulinemia patients (XLA).

) Mutations .. . .
Patient . . . Clinical manifestation
Nucleotide (Type) Protein (Domain)

XLAO1 ¢.215G>T (MS) R28L (PH) Atopic dermatitis, urticaria / Obesity and dyslipidemia / UTI/ eye infections / chroniccough
with phlegm / IBD and diarrhea / testicular cancer

XLA02 ¢.1970G>A (MS) G613D (TK) Chronic non-specific inflammation / Celiac disease linked to malabsorption

XLAO3 ¢.251A>G (MS) Y40C* (PH) Vaccine-associated paralytic poliomyelitis / Erosive esophagitis / Hyperplastic polyps of
rectum / Non-specific chronic gastritis (Helicobacter pylori positivity) / Recently osteopenia

XLAO4 ¢.718C>T (NS) Q196X (TH) uTI

XLAO5 ¢.1041delT (NS) A347X402 (SH2) Left knee arthritis, chronic lung disease / Asthma and left hearing loss / Sore throat with
mucus

XLAO06 ¢.1135insT (NS) T324X348 (SH2) Bacterial infections of the upper and lower respiratory tract (pneumonia), recurrent sinusitis
and diarrhea / Bronchiectasis.

XLAO07 1VS5+1G>A (NS) Exon 5 skipping (PH) CMV, infectious mononucleosis, hepatitis A and B / Anal ulcer requiring surgery
XLA09 IVS5+1G>A (NS) Exon 5 skipping (PH)  Chronic lung disease / Bacterial rhinosinusitis / Severe diarrhea, fever (38.5° C), diffuse

abdominal pain / Parietal abdominal pain associated with inflammatory processes of the
sigmoid colon

Family history is positive for all patients. XLAO7 and XLAQ9 are brothers. The variants shown are described using the NM_000061.2 transcript
reference sequence. For mutations: MS, missense; NS, nonsense or mutations which lead to a premature stop codon. For clinical manifestation:
UTI, urinary tract infection; CMV, cytomegalovirus.



Table 2. Demographic and laboratorial features of the studied X-linked agammaglobulinemia patients (XLA).
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Age at SR Ig levels before diagnosis -
oationt ge at (%) g (mg/dL) g ESR CRP Ferritin WBC
COIECUON UISEL  UIAgNosIs (> Y5%0)  1gIvi IyG IgA (=10 (3.0 (30 - 400 (4.0~ 10.0x
mm) mg/L) ng/mL) 10%)

XLAO1 25y 4y 6y 26.0 16.8 632.0 25.4 13.00 18.50 214.90 18.61
(30-180) (660-2120) (68-500)

XLAO2 28y 6y 6y 260 9.4 6.0 1900  ND 5.03 ND 4.45
(30-180) (660-2120) (68-500)

XLAO03 27y 6y 6y 9.0 ND ND 3.0 ND ND ND ND
(30-180) (660-2120) (68-500)

XLAO4 10y 5mo 11 mo ND 9.8 101.3 6.7 2.00 0.38 44.13 5.13
(0-145) (232-1411)  (0-83)

XLAO5 13y 3mo 2y8mo 39.0 22.0 149.0 1.0 3.00 12.30 39.38 15.59
(29-195) (610-1610) (40-289)

XLAO6 18y 4mo 2y8mo 4.5 7.0 1100.0 <6.0 7.00 2.09 64.96 6.15
(30-180) (660-2120) (68-500)

XLAO7 19y ND 1y8mo 3.0 ND ND ND 48.00 90.00 16.54 15.60
(30-180) (660-2120) (68-500)

XLAO09 28y ND 4y 2.5 51.0 44.0 <40.0 ND ND ND ND
(52-180) (660-2120) (68-500)

For age: y, years; mo, months. ND, not determined. Numbers between brackets are laboratory reference values. The unspecific inflammatory markers ferritin,
C-reactive protein (CRP) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) showed higher levels in patients with a high leukocyte number. WBC, white blood cell.
Significant neutropenia was identified several times in the XLAOQ6 patient.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Imunodeficiéncia Primaria e Sindrome Linfoproliferativa: Avaliagcdo Diagnéstica
Pesquisador: Maria Marluce dos Santos Vilela

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 17187819.4.0000.5404

Instituicao Proponente: Centro de Investigagdo em Pediatria

Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.655.828

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de uma emenda que visa inserir novos objetivos especificos € novos membros na equipe de
pesquisa (Janine Schincariol Sabino;Lia Furlaneto Marega;Marcus Vinicius Costa Pedroni; Thais de
Andrade Eugénio e Marcelo Ananias Teocchi) .

Objetivo da Pesquisa:

Foram inserido os objetivos especificos:

7-Validar pelo método de sequenciamento SANGER, as variantes reveladas pelo sequenciamento total do
exoma (STE) para os pacientes com ALPS-U (antigo ALPS tipo Ill) e nos membros da familia, pais e irmaos;
8-Analisar detalhadamente as consequéncias funcionais dessas variantes em pacientes com ALPS-U,
utilizando métodos de citometria de fluxo;

9-Analisar as consequéncias funcionais dessas variantes identificadas e confirmadas em pacientes com
ALPS-U, na expresséo de genes da via da apoptose, utilizando a extragdo de RNA;

10-Através da expressao génica das vias de sinalizagéo Toll Like Receptor (TLR), analisar a inflamacao
cronica inerente aos pacientes com agamaglobulinemia, utilizando a extragdo de RNA.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Mantidos em relagéo ao projeto original.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

De acordo com as informacgdes do pesquisador responsavel contempladas no documento anexado
"plataformaOficiolimpo18092019.doc  18/09/2019 10:43:00":

"Venho requisitar um adendo ao Parecer CEP n° 1176/2011, relativo ao Projeto de Pesquisa
“Imunodeficiéncia Primaria e Sindrome Linfoproliferativa: Avaliagdo Diagnodstica”, sob minha
responsabilidade. A primeira fase desse projeto consistiu em identificar quais pacientes possuiam o
diagnéstico de Sindrome Linfoproliferativa Autoimune (ALPS-FAS) e, dentre aqueles com ALPS TIPO llI
hoje nomeado ALPS-U, sem etiologia genética definida, investigar através de sequenciamento por exoma, a
etiologia molecular. Dentre os 12 pacientes ALPS-U, identificamos mutagdes nos genes STAT3, XIAP,
TNFRS13B, CTLA-4, PIK3CD e BTK. Consideramos que o objetivo principal do projeto de avaliagdo
diagnéstica foi concluida e agora, estamos realizando a segunda parte do objetivo que é avaliagdo da
expressdo génica das vias de transdugéo relacionadas com as variantes acima identificadas. Assim
acrescentamos o método de expressao génica e extracdo de RNA. Serdo avaliados a expressao de genes
das vias intrinseca e extrinseca da apoptose e da via de sinalizagdo dos toll like receptors. Com o
aprimoramento das técnicas laboratoriais utilizadas, ndo sera necessario coletar mais sangue além dos 25
mL ja previsto no projeto e descrito nos termos de consentimento e assentimento.

A seguir apresento os alunos de pés-graduagéo que estdo participando desse projeto, cumprindo a segunda
parte do objetivo principal que é o estudo da regulacédo da resposta imune nos pacientes com variantes
identificadas.

Grupo de pesquisa:

Coordenadora: Profa. Dra. Maria Marluce dos Santos Vilela

Alunos de doutorado:

Janine Schincariol Sabino, titulo do projeto: Perfil da expressdo génica da via de apoptose em pacientes

com Sindrome Linfoproliferativa Autoimune (ALPS) por variante no gene TNFRS13B (TACI).

Lia Furlaneto Marega, titulo do projeto: Diagndstico molecular da imunodeficiéncia comum variavel em
pacientes com fenétipo de sindrome linfoproliferativa autoimune por variante em STAT3.
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Marcus Vinicius Costa Pedroni, titulo do projeto: Sequenciamento por Exoma como ferramenta diagndstica
em pacientes com imunodeficiéncia primaria manifestada por fenétipos de linfoproliferacéo e autoimunidade.
Quando realizar?

Aluno de mestrado:
Thais de Andrade Eugénio, titulo do projeto: Estudo da Expressdo de Genes Envolvidos em Vias de
Sinalizagéo de Receptores Toll-like em Mondcitos de Pacientes com Agamaglobulinemia Ligada ao X (XLA).

Pé6s Doutorado: Marcelo Ananias Teocchi, titulo do projeto: Identificacdo de alvos moleculares criticos
associados a etiologia e a fisiopatologia de imunodeficiéncias primarias com énfase nas manifestagées
clinicas de inflamagao, imunodesregulagdo e autoimunidade.

Os estudos realizados pelos alunos de pds-graduagdo estdo vinculados ao projeto “Imunodeficiéncia
Primaria e Sindrome Linfoproliferativa: Avaliagdo Diagndstica” com destaques para etiologia genética das
imunodeficiéncias primarias e estudo da expressao génica das vias de transducdo relacionadas com as
variantes identificadas. "

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Na avaliagéo desta emenda foram analisados os documentos anexados:
1-PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1409595_E1.pdf18/09/2019 10:46:47;
2-2019ProjetofinaleTICA18092019.docx(18/09/2019 10:43:12;
3-plataformaOficiolimpo18092019.doc18/09/2019 10:43:00

Recomendacgoées:

Lembramos que os relatérios parciais devem ser apresentados anualmente ao CEP a partir da data de
aprovagao, conforme descrito na resolugdo CNS/MS 466/12 item 11.20 e XI.2 letra “d". Os relatérios devem
ser encaminhado através de notificagdo via Plataforma Brasil no formulario do relatério no modelo
preconizado pelo CEP, que visa detalhar possiveis intercorréncias éticas durante o estudo. Preencher,
assinar e anexar o formuldrio de relatério no modelo do CEP, detalhando as possiveis intercorréncias éticas
durante o estudo. O arquivo encontra-se disponivel em https://www.prp.unicamp.br/pt-br/relatorios-0
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Emenda aprovada.

Consideragées Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acgdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apo6s a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador
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apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

guarda e

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_140959| 18/09/2019 Aceito
do Projeto 5 E1.pdf 10:46:47
Projeto Detalhado / | 2019ProjetofinaleTICA18092019.docx 18/09/2019 |Maria Marluce dos Aceito
Brochura 10:43:12 | Santos Vilela
Investigador
Outros plataformaOficiolimpo18092019.doc 18/09/2019 |[Maria Marluce dos Aceito

10:43:00 | Santos Vilela
Parecer Anterior arquivo_7_parecer_aprovacao.pdf 04/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
10:22:06 | Santos Vilela
Outros arquivo_11_parecer.pdf 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
17:24:14 [Santos Vilela
Outros arquivo_10_resposta_pendencia_ao_ad | 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
endo_e_3_parecer_aprovacao_cep.pdf 15:29:58 |Santos Vilela
Outros arquivo_9_resposta_pendencia_ao_ade | 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
ndo_e_2_parecer_pendencia_cep.pdf 15:29:36 | Santos Vilela
Outros arquivo_8_adendo_e_1_parecer_pende [ 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
ncia_cep.pdf 15:29:21 Santos Vilela
Outros arquivo_6_parecer_pendencia_e_respos| 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
ta_do_pesquisador.pdf sl 15:28:36 | Santos Vilela
Outros arquivo_5_parecer_pendencia_e_respos] 03/07/2019 [Maria Marluce dos Aceito
ta_do_pesquisador.pdf 15:28:21 Santos Vilela
Folha de Rosto arquivo_4_folha_de_rosto_conep.pdf 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
15:28:01 | Santos Vilela
TCLE / Termos de | arquivo_3_TCLEs.pdf 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
Assentimento / 15:27:56 |Santos Vilela
Justificativa de
Auséncia
Orgamento arquivo_2_orcamento.pdf 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
15:27:43 | Santos Vilela
Projeto Detalhado / |arquivo_1_projeto_detalhado_parte_Il.p | 03/07/2019 |Maria Marluce dos Aceito
Brochura df 15:27:30 [Santos Vilela
Investigador
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rojeto Detalhado /

P arquivo_1_projeto_detalhado_parte_|.pd| 03/07/2019
Brochura f 15:27:18

Investigador

Maria Marluce dos Aceito
Santos Vilela

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
CAMPINAS, 22 de Outubro de 2019
Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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