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RESUMO

A sindrome de Turner (ST) € um dos distdrbios cromossémicos humanos mais
comuns, definida citogeneticamente pela perda total ou parcial de um dos
cromossomos sexuais. Pacientes com ST apresentam um risco aumentado de
desenvolver doencas autoimunes e inflamatdrias cronicas comparadas as mulheres
no geral. Genes relacionados com os processos de regulacéo da resposta imune tém
sido recentemente estudados nesta sindrome, incluindo o CTLA-4, fundamental na
atividade imunossupressora. Os objetivos deste estudo foram investigar se ha
distribuicdo diferencial do SNP rs3087243 (G>A) do CTLA-4, bem como uma
expressao génica diferencial, na amostra de pacientes com ST. A andlise do
polimorfismo foi realizada em 112 pacientes ST, comparando as frequéncias entre
grupos ST com doencas autoimunes e inflamatdrias crbnicas (n=38) e sem tais
condi¢bes (n=74). Os niveis de mMRNA do CTLA-4 foram avaliados em pacientes ST
(n=23) em comparacdo com um grupo controle saudavel (n=21) e entre pacientes ST,
com (n=9) e sem doencas autoimunes/inflamatérias cronicas (n=14), através da
expressado génica relativa. Os resultados indicam uma diferenca na distribuicao alélica
em relacdo a doencas autoimunes na ST e um possivel efeito protetor do genétipo GA
em individuos saudaveis, porém, ndo foi possivel determinar a associacao do SNP
rs3087243 do gene CTLA-4 no contexto imune da ST. Uma expresséao reduzida do
gene CTLA-4 foi observada nas pacientes ST em compara¢do com o grupo controle
(p < 0.001), indicando que possivelmente o gene esta relacionado a uma resposta
imune alterada nesta amostra de pacientes ST.

Palavras-Chave: Doengas autoimunes/inflamatoérias; expressdo génica; rs3087243;
Sindrome de Turner; SNP.



ABSTRACT

Turner syndrome (TS) is one of the most common human chromosomal disorders,
defined cytogenetically by the total or partial loss of one of the sex chromosomes.
Patients with TS have an increased risk of developing chronic autoimmune and
inflammatory diseases compared to women in general. Genes related to the regulatory
processes of the immune response have been recently studied in this syndrome,
including CTLA-4, which is fundamental in immunosuppressive activity. The present
study evaluated whether there is a differential distribution of the rs3087243 SNP (G>A)
from CTLA-4, as well as a differential gene expression, in a sample of patients with
TS. Polymorphism analysis was performed in 112 TS patients, comparing the
frequencies between TS groups with autoimmune and inflammatory diseases (n=38)
and without such conditions (n=74). CTLA-4 mRNA levels were evaluated in TS
patients (n=23) compared with a healthy control group (n=21), and among TS patients
with (n=9) and without autoimmune/inflammatory diseases (n =14), through relative
gene expression. The results indicate a difference in allelic distribution in relation to
autoimmune diseases in TS and a possible protective effect of the GA genotype in
healthy individuals, however, it was not possible to determine the association of the
rs3087243 SNP of the CTLA-4 gene in the immune context of TS. A reduced
expression of the CTLA-4 gene was observed in ST patients compared to the control
group (p < 0.001), indicating that the gene is possibly related to an altered immune

response in this sample of ST.

Keywords: Autoimmune/inflammatory diseases; expression; rs3087243; Turner

syndrome; SNP.
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1 INTRODUCAO

A sindrome de Turner (ST) é uma das cromossopatias humanas mais comuns,
com uma incidéncia de 1:2500 nascimentos de individuos femininos vivos. E uma
aneuploidia causada por uma nao disjuncdo cromossOmica, definida
citogeneticamente pela perda total ou parcial de um dos cromossomos sexuais, e
expressa fenotipo caracteristico devido a uma haploinsuficiéncia de genes
normalmente expressos em ambos 0s cromossomos X.

Os achados clinicos comumente incluem a baixa estatura, na maioria das
pacientes, caracteres dismorficos, como pescoc¢o curto e/ou alado e cubito valgo,
atraso puberal, amenorreia primaria, infantilismo sexual e infertilidade, bem como
distarbios enddcrinos e metabdlicos. Além das caracteristicas citadas, pacientes com
ST apresentam um risco aumentado de desenvolver doencas autoimunes e
inflamatorias crénicas comparadas as mulheres em geral. O espectro inclui doencas
autoimunes da tireoide, doenca celiaca (DC), diabetes mellitus tipo 1 (DM1),
obesidade, doenca de Addison, alopecia areata, vitiligo e psoriase.

Apesar da alta prevaléncia de doencgas autoimunes e inflamatérias crénicas na
ST, os mecanismos relacionados ao desenvolvimento dessas doencas ainda néo
foram completamente elucidados, e até o momento existem poucos estudos
envolvendo genes ligados a imunidade nesses individuos. Genes com funcdo de
regulacdo da resposta imunoldgica, incluindo o gene da proteina 4 associada a
linfécitos T citotdxicos (CTLA-4) tém sido associados ao contexto imunolégico de
diversas doencas, na populacdo geral e na ST. O CTLA-4 é um potente regulador
negativo da resposta imune mediada por células T, expresso principalmente em
células T CD4+ e CD8+ ativadas, apresentando importante fungcdo na manutencéo da
tolerancia periférica, prevencdo de doencas autoimunes, e na manutencdo e
regulacéo da homeostase. Diante disso, polimorfismos do gene CTLA-4, que resultam
em alteracdo da sua atividade imunossupressora, podem estar associados ao
desenvolvimento de desordens autoimunes e inflamatorias em pacientes ST.

Este é o primeiro estudo a investigar o polimorfismo rs3087243 (G>A) do gene
CTLA-4 em pacientes com Sindrome de Turner, bem como o primeiro a avaliar
diferencas de expresséo deste gene em pacientes ST em comparagdo com individuos

saudaveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 SINDROME DE TURNER

A sindrome de Turner (ST) é um dos distlrbios cromossémicos humanos mais
comuns, caracterizado citogeneticamente pela perda total ou parcial de um dos
Cromossomos sexuais, com uma incidéncia de 1:2500 nascimentos de individuos
femininos vivos. E uma aneuploidia causada por uma néo disjuncéo cromossémica, e
a Unica monossomia compativel com a vida em seres humanos (MARQUI, 2015; CUI
et al., 2018; KRUSZKA et al., 2019).

No Brasil, o diagnostico de ST é geralmente feito tardiamente devido a sua
consideravel variabilidade clinica. Contudo, o diagndstico precoce fornece melhores
oportunidades de reconhecimento e intervencdo para possiveis comorbidades,
enquanto o diagnostico tardio pode impactar significativamente em questbes
relacionadas a saude e qualidade de vida para essas pacientes (BUCERZAN et al.,
2017; REDEL e BACKELJAUW, 2018).

O diagnéstico de ST pode ser realizado apds o nascimento, inicialmente por
meio do reconhecimento das caracteristicas clinicas, sendo também possivel realizar
um diagndstico preliminar durante o pré-natal, através da analise de cari6tipo por
amostragem de vilosidade coribnica ou amniocentese. De todo modo, fetos 45,X
geralmente apresentam alteracfes ultrassonograficas, incluindo aumento na medicdo
da transluscéncia nucal no primeiro trimestre, higroma cistico (acimulo de liquido
linfatico anormal), hidropisia (acumulo de fluido intersticial anormal), atraso de
crescimento, anormalidades cardiovasculares e renais, entre outras caracteristicas
pré-natais, que podem gerar a suspeita clinica de ST (GRAVHOLT et al., 2017;
REDEL e BACKELJAUW, 2018; BIANCHI, 2019).

Outros tipos de testes de triagem também séo oferecidos durante o periodo
gestacional, mesmo na auséncia de fatores de riscos, como as triagens séricas do
soro materno, que avalia os niveis de horménios como o estriol e a gonadotrofina
coribnica humana (hCG) e a triagem pré-natal néo invasiva (NIPT), que apresenta a
capacidade de detectar aneuploidias ao utilizar o DNA livre de células (cfDNA) ou DNA
fetal livre presente no soro materno (REDEL e BACKELJAUW, 2018; CHOE et al.,
2021).

O NIPT oferece diagnostico preliminar da ST e de outras alteracdes
cromossOmicas, diferenciando o DNA materno do DNA fetal sem oferecer riscos

durante o procedimento, pois é realizado a partir do sangue periférico materno.
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Apresenta resultados superiores quando comparado com as triagens séricas, com
uma capacidade de deteccao de 98% de trissomias fetais e uma taxa de falso-positivo
de apenas 0.13%, porém a porcentagem para detec¢do de monossomias € um pouco
menor, variando de 90-93%, com uma taxa de falso-positivo menor que 1%. Desta
forma, esta abordagem tem sido implementada como teste de rotina pré-natal em
diversos paises (ZHANG et al., 2017; ESWARACHARI et al., 2018; BORTH et al.,
2021; CHOE et al., 2021).

O diagnostico de ST durante a infancia e a adolescéncia comumente envolve
a presenca de estigmas tipicos da sindrome. Enquanto na infancia € possivel observar
a presenca de linfedema e redundancia de pele na nuca, na adolescéncia, além das
caracteristicas citadas, a baixa estatura, o hipogonadismo, a amenorreia primaria e
atraso puberal sao responsaveis pela suspeita clinica de ST. Em pacientes com uma
idade mais avancada, comum em mulheres de meia-idade, a investigacdo pode se
iniciar apds a amenorreia secundaria, infertiidade ou abortos recorrentes
(CAMERON-PIMBLETT et al., 2017; LI et al., 2017; CARVALHO et al., 2018).

A idade de diagndstico pode ser bastante variavel, mas em todos os casos em
gque ha achados de caracteristicas clinicas relacionadas a ST o cari6tipo por
bandeamento G deve ser realizado, pois sem este o diagndstico ndo pode ser definido
corretamente (CAMERON-PIMBLETT et al., 2017; CUI et al., 2018). H4 casos em que
a analise citogenética por bandeamento G ndo tem tanta sensibilidade para detectar
cromossomos com estrutura anormal se eles forem muito pequenos ou raros, entdo €
possivel utilizar métodos moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH), mas o padrao ouro para a
determinacao do diagnostico é a analise do cariotipo por bandeamento G (CUI et al.,
2018; BIANCHI, 2019; GRAVHOLT et al., 2019).

A constituicdo cromossémica mais frequente na ST, observada em 40 a 60%
das pacientes, € a monossomia do cromossomo X, representado pelo cariétipo 45,X
(Figura 1), mas a sindrome ainda pode apresentar outros cariotipos, incluindo
alteracdes estruturais do cromossomo X (Figura 2) em aproximadamente 30% dos
casos, como isocromossomos [i(Xq)], cromossomos em anel [r(X)], dele¢bes de braco
longo ou curto [del(Xp); del(Xq)] e caridtipos mais complexos, que podem surgir em
linhagens homogéneas ou em mosaicismo, ou seja, na presenca de duas ou mais
linhagens celulares com constituicdes cromossomicas distintas. Além disso, 10-12%

das mulheres com ST apresentam uma segunda linhagem cromossémica contendo
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material do cromossomo Y normal ou alterado, sendo estimado que dessas mulheres,
cerca de 3% apresentam cariotipo 45,X/46,XY (BISPO et al., 2013; GRANGER et al.,
2016; MACHIELA et al., 2016; GRAVHOLT et al., 2019).

LI LR T RN B ¥ B §
>4 R | - .4 ,

Figura 1 — Cari6tipo 45,X com bandeamento G na Sindrome de Turner (Fonte: Laboratério de
Genética e Citogenética Animal e Humana - UFPE).

®

Figura 2 — Alteragdes estruturais do cromossomo X. a) Isocromossomo do braco longo do X. b)

a) b)

Cromossomo em anel. ¢) Delecdo do braco curto do cromossomo X. (Fonte: Laboratério de

Genética e Citogenética Animal e Humana - UFPE).

A ST é responsavel por 1/5 dos casos de abortos espontaneos precoces, onde
cerca de 99% dos embrides com o cariotipo 45,X sdo abortados espontaneamente
durante o primeiro trimestre de gestacdo, com apenas 1% das gesta¢cbes sendo bem-
sucedida (ARAUJO et al., 2010; VIUFF et al., 2019). E suposto que para 0 sucesso
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da gestacao de um individuo 45,X € necessario 0 mosaicismo em alguma fase da vida
embrionaria ou que este esteja presente em algum 6érgao ou tecido do nativivo (HOOK
e WARBURTON, 2014).

Pacientes com ST que apresentam mosaicismo cromossOmico envolvendo
sequéncias génicas do cromossomo Y possuem um risco aumentado de
aproximadamente 30% de desenvolver neoplasias gonadais, como o0
gonadoblastoma, e consequentemente, a gonadectomia profilatica é recomendada
(BUCERZAN et al., 2017; KWON et al., 2017; LENG et al., 2020). Alguns estudos
apoiam a ideia da realizac&o da triagem do cromossomo Y em todas as pacientes com
ST, incluindo a investigacdo em diferentes tipos de tecido e a utilizacao de diferentes
técnicas de diagndstico, como as técnicas moleculares de PCR e FISH, que podem
ser importantes para determinar a presenca de diferentes linhagens celulares,
principalmente em casos de mosaicismo envolvendo o cromossomo Y. Contudo,
ainda ndo ha um consenso, e na maioria dos casos a investigacao é realizada apenas
na presencga de caracteristicas masculinas, como a virilizacdo (BUCERZAN et al.,
2017; JIVRAJ e STILLWELL, 2020).

As caracteristicas fenotipicas da ST sdo expressas de modo particular devido
a uma haploinsuficiéncia de genes normalmente expressos em ambos 0S
cromossomos X, onde estes genes estdo relacionados ao desenvolvimento e
manutencdo das funcbes ovarianas em pacientes com fendtipo feminino
(STOCHHOLM et al., 2006; BISPO et al., 2013). Porém, o fenétipo caracteristico da
ST pode ocorrer ndo apenas devido ao desequilibrio genémico decorrente da perda
de partes do cromossomo X, mas também pode estar relacionado a influéncia da
haploinsuficiéncia dos genes do X no genoma atraves de diferentes vias, como a
inativacdo ou impressdo de genes do cromossomo X, ou até mesmo por fatores
epigenéticos, mecanismos estes que podem afetar genes associados dentro de uma
determinada rede de genes e alterar a regulacdo da expressdo génica em todo o
genoma (ALVAREZ-NAVA e LANES, 2018; VIUFF et al., 2019).

Devido a alta variedade cariotipica presente na ST, as caracteristicas
fenotipicas podem variar bastante e incluem baixa estatura na maioria das pacientes,
disgenesia gonadal, atraso puberal, insuficiéncia ovariana, infantilismo sexual,
infertilidade, distarbios enddcrinos e metabdlicos, aumento do risco de doencas
autoimunes, bem como outras condi¢cdes médicas, como doencas cardiovasculares,
e um perfil neurocognitivo especifico (GRANGER et al., 2016; GRAVHOLT et al.,
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2019; KRUSZKA et al., 2019). Algumas caracteristicas dismorficas também podem
ser observadas (Figura 3), como pescoco curto e/ ou alado, linha posterior de
implantacdo dos cabelos baixa, linfedema de méos e pés, térax alargado com
aumento da distancia entre os mamilos, cubito valgo, orelhas proeminentes, e
diversas anormalidades, como malformacdes renais, cardiovasculares, auditivas e
doencas autoimunes da tireoide (COLLET-SOLBERG et al., 2011; GRAVHOLT et al.,
2017).

Figura 3 — Algumas caracteristicas fenotipicas de pacientes com ST. a) Paciente portadora de ST
evidenciando o pescoco curto e alado, cubito valgo e baixa estatura. b) Linha posterior de

implantacdo dos cabelos baixa. ¢) Quarto metatarso curto. (Fonte: BUCERZAN et al., 2017).

Dentre as caracteristicas fenotipicas da ST, algumas sao mais comuns do que
outras e as pacientes com cariétipo 45,X, em 100% das células analisadas, tendem a
ter manifestagcbes mais graves da sindrome do que aquelas que possuem outras
configuracbes cromossdmicas. O fendtipo pode afetar varios sistemas fisioldgicos e
sdo responsaveis pela reducdo da expectativa de vida de 13 a 15 anos dessas
pacientes em comparacao com a populacao geral (BISPO et al., 2013; GRANGER et
al., 2016, GRAVHOLT et al., 2019).

Além disso, mulheres portadoras da ST que apresentam cariotipos que incluem

0 i(Xq) apresentam risco aumentado de desenvolver doencas autoimunes, como o
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hipotireoidismo, e pacientes com mosaicismo 45,X/46,XY se mostram menos
propensas. De todo modo, pacientes com ST apresentam um risco aumentado de
desenvolver doencgas autoimunes e inflamatorias crénicas comparadas as mulheres
no geral, sendo uma das condi¢des clinicas recentemente apontadas como uma das
mais frequentes da sindrome. No entanto, os mecanismos envolvidos no desbalanco
imunologico em pacientes ST ainda néo foram totalmente elucidados (CAMERON-
PIMBLETT et al., 2017; SANTOS et al., 2018; SANTOS et al.,, 2019; ERDAL e
BALKAN, 2019; KHATER, 2019).

2.2 SISTEMA IMUNE

O sistema imunoldgico, também denominado de sistema imune, corresponde
a um conjunto de células, tecidos e moléculas que conferem defesa e resisténcia
contra agentes patogénicos e tecidos lesionados (STOREY e JORDAN, 2008; ABBAS
et al., 2015). E responsavel por reconhecer uma variedade de moléculas
potencialmente prejudiciais ao organismo, gerar respostas especificas para cada uma
delas e destrui-las, diferenciando o que é préprio do ndo proprio no individuo, como
horménios, receptores celulares, metabdlitos, organelas, interleucinas, entre outros; e
moléculas ndo préprias, como virus, bactérias e toxinas. Em condi¢des normais,
também €& capaz de reconhecer moléculas préprias, que foram modificadas ou
lesionadas, e elimina-las (CORONEL-RESTREPO et al., 2017; KHAN e
GHAZANFAR, 2018).

A imunidade é dividida em resposta imune inata, sendo um mecanismo de
resposta rapida, e resposta imune adaptativa, onde o sistema imune tem a capacidade
de montar uma resposta especifica ao antigeno, ou seja, a molécula ndo propria, que
€@ memorizada e utilizada novamente ao entrar em contato com o mesmo antigeno
(MCCOMB et al., 2019; SHANKAR , 2020).

O sistema imune inato reage rapidamente, mas nao especificamente aos
agentes patogénicos, levando de minutos a horas para ser totalmente ativado diante
de uma resposta inflamatéria. E representado por barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, envolvendo células e tecidos como a pele e células epiteliais dos tratos
gastrointestinais, geniturinario e respiratorio, e células do sistema imune, que incluem,
macrofagos, mastécitos, neutréfilos, eosindfilos, células dendriticas e células Natural
Killers, e sistema complemento (Figura 4), ndo dependendo de contato prévio com
agentes imunogénicos (CRUVINEL et al., 2010; KAUR e SECORD, 2019; NETEA et
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al., 2019).

Em contrapartida, o sistema imune adaptativo é ativado de forma lenta, sendo
necessarios dias ou semanas para exercer sua atividade. Esta envolvido em uma
resposta imune mais especifica, sendo importante nas fases finais da infec¢do e no
desenvolvimento de uma memdria imunoldgica, devido a capacidade de, apos
contatos iniciais com um determinado antigeno, fornecer células com capacidade de
resposta rapida em infec¢gbes posteriores (BONILLA e OETTGEN, 2010; NETEA et
al., 2019). A imunidade adaptativa é classificada em imunidade mediada por células e
humoral. A imunidade mediada por células ocorre por meio de linfécitos T e os
principais subgrupos incluem células citotoxicas (CD8*), células auxiliares com
grupamento de diferenciacdo 4 (CD4*) e células T reguladoras (Tregs), enquanto a
imunidade humoral funciona por meio de linfécitos B, que produzem varias classes de
anticorpos (Figura 4) (SHANKAR , 2020).
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Figura 4 — Componentes das imunidades inata e adaptativa. A imunidade inata € composta por tecidos,
como o epitélio que forma uma barreira fisica, além de células especializadas e sistema
complemento. Imunidade adaptativa responde por meio de linfécitos T e B, anticorpos e

interacdo com componentes da imunidade inata. (Fonte: ABBAS et al., 2012).

A especificidade do sistema imune adaptativo se deve ao grande repertério de
receptores celulares expressos em linfocitos T e B, que sdo gerados a partir de

recombinacdo somatica e sdo especificos para antigenos unicos. No entanto, os
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processos que envolvem as respostas imunes inatas e adaptativas ndo ocorrem de
formas isoladas, eles interagem entre si para gerar uma resposta eficiente, onde a
ativacado de células do sistema imune adaptativo depende da inducdo de células
pertencentes ao sistema imune inato, particularmente das células apresentadoras de
antigeno (APCs), como as células dendriticas, que apresentam antigenos associados
a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) para os linfécitos T
(CRUVINEL et al., 2010; NETEA et al., 2019; SHANKAR , 2020).

Devido a quantidade de receptores celulares para deteccdo de antigenos, o
sistema imune inevitavelmente gera receptores que reconhecem moléculas proprias
como estranhas ao organismo, e para contornar esse problema, desenvolveu
mecanismos para evitar a autodestruigdo, mecanismos de autotolerancia ou tolerancia
imunoldgica. Existe um equilibrio ténue entre a identificacdo de moléculas préprias e
elementos com potencial de causar danos. Com isso, a homeostase do sistema
imunologico € fundamental para que este funcione adequadamente, pois falhas no
processo de manutencdo e regulagdo da tolerancia podem provocar o
desenvolvimento de autoimunidade e doencas autoimunes (KHAN e GHAZANFAR,
2018; RYBA-STANISLAWOWSKA et al., 2019).

2.2.1 Tolerancia e Autoimunidade

A tolerancia pode ser definida como um estado em que o sistema imunolégico
€ capaz de tolerar determinados antigenos, como o0s autoantigenos, que s&o
reconhecidos por células imunoldgicas, sem promover um ataque aos tecidos que 0s
exibem. Envolve dois mecanismos principais, a tolerancia central e a tolerancia
periférica (BANO et al., 2019).

A tolerancia central se refere ao silenciamento ou eliminacdo de linfécitos
imaturos que reagem contra autoantigenos, os antigenos proprios, em um rigoroso
processo de selecdo. No desenvolvimento das células T, elas migram da medula
Ossea para o timo para completar sua maturacéo, onde séo apresentadas a peptideos
ligados as moléculas do MHC nas células epiteliais corticais do timo, sendo
selecionados positivamente no coértex timico os linfécitos que apresentam uma
afinidade baixa ou intermediaria para autoantigenos. Posteriormente, os linfocitos T
migram para a medula timica e interagem com o complexo MHC e peptideo proprio
presente em APCs, e 0s que apresentam baixa afinidade para autoantigenos sao

selecionados para maturacao e ocupacgéo em tecidos periféricos, formando o conjunto
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de linfocitos efetores e reguladores do organismo. Contudo, os linfécitos T com alta
afinidade sdo selecionados negativamente na medula do timo e excluidos (Figura 5)
(KHAN e GHAZANFAR, 2018; STOLP et al., 2019).
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Figura 5 — Mecanismos de tolerancia central. A selecdo positiva (setas roxas) garante a circulacéo de
células T com afinidade baixa ou intermediaria para antigenos préprios em tecidos periféricos.
Células T com alta afinidade para autoantigenos sdo selecionados negativamente (seta
vermelha) e sofrem apoptose. (Fonte: Adaptado de DELVES e ROITT, 2000).

Apesar da rigidez dos mecanismos da tolerancia central, ha linfécitos T
autorreativos que escapam dos processos de selecdo no timo e migram para os
orgaos periféricos, tornando necessario 0 uso de mecanismos adicionais para
verificagdo da reposta imune. A presenca de células T com alta afinidade por
moléculas proprias € regulada por meio da toleréncia periférica (Figura 6), que envolve
varios mecanismos diferentes, como anergia, ignorancia clonal, apoptose e acéo das
células T reguladoras (Tregs) (STOLP et al., 2019; KUCUKSEZER et al., 2020).

A maioria das células T selecionadas pelos mecanismos de tolerancia
imunoldgica se diferenciam em células efetoras CD4* e CD8*. Além disso, um

subconjunto de células T reguladoras, as células Tregs, apresentam um papel
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indispensavel no estabelecimento e manutencao da tolerancia periférica, prevenindo
o desenvolvimento de autoimunidade. As células Tregs sao células T especializadas
com o fenétipo CD4* CD25* FoxP3*, ou seja, expressam antigenos de superficie CD4
e CD25, além do fator de transcricdo da familia forkhead box P3 (FOXP3). A funcdo
das Tregs € suprimir a ativacdo, proliferacéo e funcdes efetoras de outras células do
sistema imune, ao produzir citocinas, como a interleucina 10 (IL-10), fator de
crescimento transformador B (TGF-), e pela expressao de moléculas de superficie
com funcao supressora como o antigeno-4 associado a linfocitos T citotéxicos (CTLA-
4) (GAWLIK et al., 2018; KUCUKSEZER et al., 2020).
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Figura 6 — Mecanismos de tolerancia central e periférica. a) No timo ocorrem eventos de tolerancia
central, com sele¢do positiva e negativa de células T. b) Células T autorreativas podem
escapar da tolerancia central e migrar para tecidos periféricos (Linfonodo). Mecanismos de
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(Fonte: Adaptado de STOLP et al., 2019).

Falhas em um dos pontos de verificacdo da resposta imune ou quebra da
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tolerancia imunoldgica pode causar a expansdao descontrolada de células T
autorreativas, levando a inflamacéo, autoimunidade, desenvolvimento de doencas
autoimunes e consequente dano tecidual (WANG et al.,, 2015). Um grau de
autoimunidade, ou seja, de reatividade de células do sistema imune contra antigenos
préprios, € encontrado em todos os individuos. No entanto, possiveis falhas do
sistema imune geralmente ndo sdo suficientes para causar doencas autoimunes.
Embora a etiologia e patogénese da maioria dessas doencas permaneca sem
explicacdes precisas, 0 seu surgimento pode estar envolvido com fatores genéticos,
ambientais e hormonais, e a doenca ocorre apenas quando 0os mecanismos de
prevencdo a lesdes do tecido ndo forem mais suficientes, por exemplo, quando a
resposta regulatéria ndo funciona adequadamente ou quando a resposta prejudicial é
potencializada (CHEN et al., 2015; BANO et al., 2019).

2.3 DOENCAS AUTOIMUNES E INFLAMATORIAS

As doencgas autoimunes (DAIs) sao consideradas doencas raras que podem se
desenvolver em qualquer idade, porém séo relativamente frequentes, sendo estimado
gue até 10% da populacdo em geral seja afetada por uma ou mais doenca autoimune
ou inflamatdria crénica. Na populacdo em geral ocorre mais comumente em mulheres
do que nos homens e apresentam um impacto significativo na prestacado de servicos
de saude, pois estdo entre as principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo, devido a sua natureza cronica e frequentemente grave (BAKALOV et al., 2012;
BIANCHI et al., 2012).

As DAIs sao caracterizadas pela desregulagéo do sistema imune que resulta
na quebra da tolerancia ao autoantigeno. Podem ocorrer, além de gatilhos ambientais
e hormonais, devido a altera¢cGes e polimorfismos genéticos que podem desencadear
perda da autotolerancia. Estudos indicam que genes ligados ao cromossomo X podem
exercer um importante papel no desenvolvimento de DAIs e, consequentemente,
dosagens alteradas de genes do cromossomo X, que estdo relacionadas a
insuficiéncia ovariana e ST, duas condi¢cdes frequentemente associadas com DAIS,
podem influenciar na manutencéo ou perda da toleréncia. Porém outros mecanismos
do sistema imune podem estar envolvidos no surgimento de doengas autoimunes
(BIANCHI et al., 2012; CHEN et al., 2015; EGGENHUIZEN et al., 2020).



26

2.3.1 Doencas Autoimunes e Inflamatérias na ST

Pacientes com ST apresentam um risco aumentado, aproximadamente duas
vezes maior, de desenvolver doencas autoimunes e inflamatérias crénicas
comparadas as mulheres no geral, e até quatro vezes maior, quando comparadas aos
homens (GAWLIK et al, 2018). Essa prevaléncia aumenta com a idade e mais de uma
doenca autoimune pode ocorrer ao mesmo tempo na mesma paciente (MOHAMED et
al., 2018; WEGIEL et al., 2019).

A alteragdo autoimune mais comum na ST, que afeta cerca de 50% das
pacientes, é tireoidite de Hashimoto. No entanto, o espectro ainda inclui outras
doencas, como o hipotireoidismo, doenca celiaca (DC), diabetes mellitus tipo 1 (DM1),
alopecia areata (Figura 7), doencas inflamatérias do intestino, como doenca de Crohn
e colite ulcerosa, artrite reumatdide juvenil, doenca de Addison e alguns distarbios
cutaneos, como o vitiligo (Figura 7) e psoriase (VILLANUEVA-ORTEGA et al., 2017,
KHATER, 2019; CASTO et al., 2021). Pacientes com ST ainda apresentam desordens
imunoldgicas, com niveis mais baixos de imunoglobulinas, 1gG, IgM e IgA,
comparadas com individuos sem alteracdes genéticas, bem como baixa quantidade

de linfocitos T e B e responsividade mitogénica reduzida (SHANKAR et al., 2020).

Figura 7 — Pacientes ST com alteracdes dermatoldgicas autoimunes. a) Paciente com Alopecia areata.
b) Paciente com vitiligo. (Fonte: GIANFALDONI et al.,, 2017; adaptado de MIURA e
YAMAMOTO, 2016).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a maior susceptibilidade
de mulheres com ST no desenvolvimento de doencas autoimunes, dentre 0s quais,
podem ser incluidos a haploinsuficiéncia de genes do cromossomo X, origem materna

do cromossomo X, producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias, reducédo de
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citocinas anti-inflamatdrias e hipogonadismo (GAWLIK et al., 2018; WEGIEL et al.,
2019). O estrogénio também é considerado um fator de risco para o desenvolvimento
de DAIs, pois mulheres com ST naturalmente tém menor exposi¢cao ao estrogénio e
podem fazer uso de terapia hormonal, embora o impacto do tratamento ainda esteja
em estudo (WEGIEL et al., 2019; CASTO et al., 2021).

O cromossomo X abriga o maior nUmero de genes relacionados ao sistema
imunolégico no genoma humano, incluindo um I6cus do MHC no brago longo. Dessa
forma, a perda de um I6cus que engloba genes especificos poderia levar a
desregulacdo da resposta imune e da tolerancia, aumentando o risco de
desenvolvimento de DAIs em pacientes ST. Além disso, foi observada uma relacéo
entre a presenca de trés copias de material genético do braco longo do cromossomo
X, em pacientes ST e cari6tipo 46,X,i(Xg), com uma maior propensao ao
desenvolvimento de doencas da tireoide nessas pacientes (KHATER, 2019;
STOKLASOVA et al., 2019).

Alteracbes no cromossomo X provavelmente estdo relacionadas a maior
prevaléncia de autoanticorpos observada em mulheres ST. A haploinsuficiéncia de
genes do cromossomo X pode ser responsavel pela falta de exposicéo de células T a
antigenos proprios no timo e escape de células T autorreativas para a periferia,
podendo levar a autoimunidade (GROSSI et al., 2013; HAMZA et al., 2013; SHANKAR
et al., 2020).

Genes relacionados com os processos de regulagcdo da resposta imune,
tolerancia central e periférica, apresentacdo de antigenos e ativacao de linfocitos tém
sido recentemente estudados na ST, incluindo o gene FOXP3 e o0 gene do antigeno-
4 associado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), que séo cruciais na atividade
imunossupressora. Polimorfismos que resultam em alteracdes das atividades desses
genes podem estar associados ao desenvolvimento de DAIs em pacientes ST
(SANTOS et al., 2018; CASTO et al., 2021).

2.4 GENE CTLA-4

O gene CTLA-4 estéa localizado no cromossomo 2 (2933) em humano, proximo
aos genes de outras moléculas reguladoras, CD28 e ICOS (Coestimulador induzivel
de células T) (Figura 8). Esse gene apresenta comprimento total de 6,1 kb de DNA,
com quatro éxons e trés introns, onde o éxon 1 codifica o peptideo sinal, o éxon 2

codifica o dominio extracelular de ligagdo ao ligante, o éxon 3 codifica 0 dominio
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transmembranar e o éxon 4 codifica a cauda citoplasmatica da proteina, o dominio
intracelular (TU et al., 2017; MITSUIKI et al., 2018; GARCIA-PEREZ et al., 2019).
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Figura 8 — Estrutura do gene CTLA-4. (Fonte: Adaptado de GOUGH et al., 2005).

A regido onde se encontra o gene CTLA-4 é altamente polimorfica, com
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) exnicos, intrénicos e de promotores (TU
et al., 2017). Entre os polimorfismos mais investigados estdo os SNPs +49 A/G no
éxon 1 (rs231775), com uma substituicdo da base adenina (A) por uma guanina (G),
e 0 rs3087243, também conhecido como CT60, que corresponde a um polimorfismo
G>A na posi¢do +6230 na regido 3' ndo traduzida (UTR) ou regido 3’-UTR (Figura 9)
(KAARTINEN et al., 2007; VALK et al., 2008; TING et al., 2016).

rs231777 rs3087243 (CT60)
rs16840275
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Figura 9 — Polimorfismos do gene CTLA-4. Em destaque, dois dos polimorfismos mais estudados,
rs231775 no éxon 1 e rs 3087243 (CT60). (Fonte: Adaptado de TU et al., 2017)

A substituicdo de bases nitrogenadas do SNP rs231775 (+49 A/G) esta
associada a uma atividade supressora reduzida e aumento da proliferacdo de células

T. A alteracéo de funcéo ocorre devido a uma mudanca do aminoacido treonina para
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alanina no codon 17 da proteina CTLA-4, o que afeta sua modificacdo pés-traducional
(FERNANDEZ-MESTRE et al., 2009; FATHIMA et al., 2019; SANTOS et al., 2018).
Enquanto isso, 0 SNP rs3087243 (CT60), outro polimorfismo funcional do gene CTLA-
4, esta localizado proximo ao sitio de terminacédo poli(A), na regidao 3’-UTR. Estudos
sugerem que este SNP € importante para a manutencdo de um splicing eficiente e
pode desempenhar um papel na estabilidade do mMRNA do CTLA-4, onde alteracdes
nessa sequéncia génica possivelmente podem levar a uma resposta imune
desequilibrada e desencadear um distarbio autoimune ou doencas inflamatérias
(UEDA et al., 2003; TU et al., 2017).

Devido a importancia do CTLA-4 na manutencdo da homeostase,
polimorfismos do gene estdo sendo relacionados a desordens autoimunes, como a
doenca de Graves, tireoidismo de Hashimoto, doenca de Addison, diabetes tipo 1, e
doenca celiaca, em varios estudos de associacao genética realizados em diferentes
grupos raciais (VALK et al., 2008; TING et al., 2016; BUFALO et al., 2020).
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Figura 10 — Isoformas da proteina CTLA-4. (Fonte: Adaptado de VALK et al., 2008).

A proteina CTLA-4 é membro da superfamilia das imunoglobulinas. Em
humanos, além da proteina de comprimento total (ICTLA-4) com 672 pb, outras duas
variantes podem ser geradas por splicing alternativo (Figura 10), uma isoforma soluvel
(sCTLA-4) de 562 pb, que néo apresenta o éxon 3 e uma isoforma de 214 pb, contento
apenas os éxons 1 e 4 (UEDA et al., 2003; REPNIK e POTOCNIK, 2010). Assim como
a fICTLA-4, a forma soluvel apresenta fungdo inibitéria, mas por ndo apresentar o

dominio transmembranar, é secretada e detectavel no soro humano em baixos niveis,
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sendo encontrados niveis seéricos mais elevados em pacientes com doencas
autoimunes. Para a forma alternativa 1/4 de CTLA-4 € sugerido que apresente funcéo
estimuladora, promovendo a ativacdo de células T (SIMONE et al., 2009; JOLLER et
al., 2012).

O CTLA-4 é um potente regulador negativo da resposta imune mediada por
células T. E expresso constitutivamente em células T reguladoras (Tregs), mas em
células T CD4+ e CD8+ é expresso apenas apoés a ativacdo. As células T apresentam
a necessidade de dois sinais para sua ativacao, o primeiro envolve o reconhecimento
do complexo antigeno-MHC de uma célula apresentadora de antigeno (APC) pelo
TCR da célula T, mas este contato € insuficiente para sua ativacdo completa; o
segundo é um sinal co-estimulatério, fornecido pela interacdo de ligantes de superficie
em APCs, chamados CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), que interagem com o receptor co-
estimulatério CD28 nas células T. A acdo de CD28 estimula a producéo de citocinas,
como a IL-2, resultando na ativacao e proliferacdo de células T (Figura 11) (SIMONE
et al., 2009; MITSUIKI et al., 2018; SALINAS-SANTANDER et al., 2020).
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Figura 11 — Ativacao e inibicdo de células T pelos receptores CD28 e CTLA-4, respectivamente. (Fonte:
Adaptado de TEXEIRA et al., 2019)

O CTLA-4 € um receptor homologo ao CD28, que se liga aos mesmos ligantes
CD80 e CD86, poréem, com uma maior afinidade. A maior parte das moléculas de
CTLA-4 se encontra contida em compartimentos intracelulares em células Tregs, e
migram para a superficie celular apds o sinal co-estimulatorio do CD28, e em células

T convencionais, é expresso apos a ativacdo. Uma vez que o CTLA-4 se liga aos
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ligantes presentes na superficie celular de APCs, ele pode causar a remoc¢ao ou
ingestdo do complexo, e inibe a ativacdo e proliferacdo de células T por diversos
mecanismos com fungao supressora, incluindo a competicdo com o CD28 e reducao
do sinal co-estimulatério. E capaz de atenuar a resposta imune e estimular a fungéo
supressora das Tregs, regulacdo negativa que é importante na manutencdo da
tolerancia periférica e na prevencéao de doencas autoimunes (PATERSON et al., 2015;
VERMA et al., 2017; KHAN e GHAZANFAR, 2018; MITSUIKI et al., 2018; GARCIA-
PEREZ et al., 2019).



32

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a distribuicdo do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4, bem
como avaliar seu perfil de expresséo, em pacientes com Sindrome de Turner e grupo

controle.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar se existe distribuicdo diferencial entre as frequéncias alélicas e genotipicas
do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 em pacientes ST com e sem doencas
autoimunes e inflamatdrias cronicas.

2. Verificar se existe distribuicdo diferencial entre as frequéncias alélicas e genotipicas
do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 em pacientes ST em compara¢géo com
um grupo controle saudavel.

3. Avaliar se existe uma expressao diferencial do gene CTLA-4 em pacientes ST em
comparagao com o grupo controle.

4. Investigar se existe uma expresséao diferencial do gene CTLA-4 entre pacientes ST
com doencas autoimunes/inflamatérias cronicas e pacientes ST sem tais

condicoes.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CASUISTICA

O estudo é do tipo transversal analitico, com comparacdo de grupos caso e
controle. As pacientes com a sindrome de Turner foram provenientes do Servi¢o de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFPE (HC) e Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Cerca de 5ml de sangue periférico
foi coletado de cada paciente em tubos contendo heparina como anticoagulante e em
tubos de EDTA, e os achados clinicos das pacientes incluidas no estudo foram obtidos
por revisdo dos prontuarios meédicos.

Para a analise de polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4, o grupo amostral
foi composto por 112 pacientes ST, com média de idade de 12 anos, variando de 1
més de vida a 35 anos (0.1 - 35) (Mediana = 12 anos e Desvio Padrao = 8.47) e
residentes do Estado de Pernambuco. As andlises do polimorfismo entre pacientes
ST foram realizadas duas etapas: Inicialmente, amostra das 112 pacientes foi dividida
em dois grupos: (1) Casos - Individuos com ST que apresentaram doencas
autoimunes e/ou inflamatérias cronicas (n=38), e (2) Controle - Individuos com ST sem
doencas autoimunes e/ou inflamatorias cronicas (n=74).

A segunda etapa da analise do polimorfismo foi realizada separando grupos de
pacientes ST. A primeira analise para a avaliacao das distribuicbes das frequéncias
consistiu em 24 pacientes ST com doencgas autoimunes (DAIs) e 88 pacientes ST
controles, sem histérico de tais condi¢cdes. A segunda analise foi realizada em 22
pacientes ST com doencas inflamatorias crénicas (DICs) e 90 pacientes ST controles.
As médias de idades de cada grupo se encontram na tabela 1.

Posteriormente, a analise do SNP rs3087243 do gene CTLA-4 também foi
realizada comparando pacientes ST (n=112) e um grupo controle saudavel (n=246).
Na auséncia de um numero significativo de voluntarios para compor o grupo controle,
a analise do SNP foi realizada utilizando dados do grupo controle do estudo de Bufalo
et al. (2020). Para incluir no presente estudo, apenas as mulheres do grupo controle

foram selecionadas.
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Tabela 1 — Grupos de analise do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 e médias de idades dos

respectivos grupos.

Andalise do Polimorfismo

Grupo Caso

Grupo Controle

24 Pacientes ST com DAIs
12.77 anos ( DP+6.4)

88 Pacientes ST sem DAIs
11.9 anos ( DP%9)

22 Pacientes ST com DICs
13.45 anos ( DP+6.34)

90 Pacientes ST sem DICs
11.7 anos ( DP+8.9)

112 Pacientes ST
12 anos (DP+8.47)

246 Individuos saudaveis
36.86 anos ( DP£12.95)

DP = Desvio Padrao

A avaliacdo da expressdo do gene CTLA-4 foi realizada a partir de duas

analises: (1) Analise da expressao génica de pacientes ST, grupo caso composto de
23 individuos com Sindrome de Turner e grupo controle composto de 21 individuos
saudaveis, voluntarias do sexo feminino, e (2) Analise da expressédo do CTLA-4 entre
nove pacientes ST com doencas autoimunes (DAIs) e inflamatérias crénicas (DICs),
e 14 pacientes ST sem tais condicdes clinicas, cujas médias de idade podem ser

observadas na tabela 2.

Tabela 2 — Grupos de analise da expressdo do gene CTLA-4 e médias de idades dos respectivos

grupos.

Andalise do Polimorfismo

Grupo Caso

Grupo Controle

23 Pacientes ST
19.96 anos ( DP+8.37)

21 Individuos saudaveis
30.38 anos ( DP+9.86)

9 Pacientes ST com DAIs e DICs
21.67 anos ( DP+8.26)

14 Pacientes ST sem DAIs e DICs
18.86 anos ( DP+8.56)

DP = Desvio Padrao

4.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
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O presente estudo foi realizado apds a aprovacéo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude — CCS/UFPE, N° do CAAE
0485.0.172.000-11 (ANEXO A). Os pacientes incluidos foram orientados sobre a
proposta do estudo e assinaram, quando em concordancia, o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B).

4.3 BIOLOGIA MOLECULAR
4.3.1 Extracdo de DNA e RNA

A extracdo de DNA das pacientes com ST foi realizada a partir de leucécitos
totais das amostras de sangue periférico, através do Kit de extracéo e purificacdo de
DNA lllustra blood genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O RNA foi extraido de leucdcitos totais das amostras de

sangue periférico a partir do reagente Trizol (Invitrogen, EUA).

4.3.2 Ensaios de genotipagem

Os ensaios de genotipagem foram realizados em 112 pacientes com ST,
utilizando o sistema Tagman® (Applied Biosystems, Foster City, CA) com sondas
fluorogénicas especificas para o polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4. As reacfes
de genotipagem foram realizadas por PCR em tempo real, utilizando o equipamento
Rotor Gene 6000 (Cobertt Research, Austrélia).

4.3.3 Ensaios de Expressao Génica

Para avaliar os niveis de mMRNA do CTLA-4 em pacientes com ST (n=23) e no
grupo controle saudavel (n=21), o RNA total foi isolado e posteriormente quantificado
no equipamento NanoDrop™, a partir da espectrofotometria, para avaliar a
concentracéo total e pureza do RNA.

A sintese de cDNA, com a concentracdo de RNA total padronizada em 500ng,
foi realizada com o kit comercial ImProm-Il Reverse Transcription System (Promega)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Os ensaios de expressao foram realizados
utilizando sondas Tagman® para o gene alvo, CTLA-4, e o sistema SYBR Green para
0 gene de referéncia, HPRT1, no equipamento ABI7500 (Applied biosystems),
finalizando com a aplicacdo do método de analise 2-AACt para a quantificagao relativa

da expressao génica. O gene de referéncia utilizado foi escolhido apos testes com
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seis genes candidatos, onde o gene HPRT1 se mostrou mais estavel, segundo a

plataforma geNorm.

4.4 ANALISE DOS DADOS

A analise  estatistica  foi realizada  utiizando o  SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web) e o programa R (https://www.r-
project.org/). As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta
por meio do equilibrio de Hardy- Weinberg, utilizando o teste do qui-quadrado (X2) e
posteriormente, o teste exato de Fisher.

A influéncia do polimorfismo sobre o risco para o desenvolvimento de doencas
autoimunes e/ou inflamatérias crénicas na ST foi estimada pelo teste de Odds Ratio
(OR), utilizando intervalo de confianca de 95% para os parametros e um valor de p
<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

A analise do poder amostral, através do post-hoc, foi realizada por meio do
programa G* Power (versdo 3.1.9.7, disponivel em http://www.gpower.hhu.de/), com
uma probabilidade de erro de 0.05.

Na analise da expressdo génica, para avaliar se as amostras apresentavam
distribuicdo normal foi realizado o teste de Shapiro-Wilk. Por fim, a analise estatistica
para as amostras ndo normalizadas foi realizada utilizando o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, e para o grupo amostral com distribuicdo normal foi utilizado o teste
paramétrico T Student, ambos com nivel de significancia de 5% (p <0,05), a partir do

programa R e os graficos foram gerados a partir do programa GraphPad.
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5 RESULTADOS
5.1 CARIOTIPOS E CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES COM ST

A tabela 3 mostra o cariétipo das 112 pacientes com a sindrome de Turner,
com média de idade de 12 anos (0.1 - 35 anos).

Tabela 3 — Cari6tipos das 112 pacientes ST.

Cariotipos N (%)
45,X 56 (50)
45,X/46,X,i(Xq) 18 (16.07)
46,X,i(Xq) 7 (6.25)
45,X/46,X,(r) 6 (5.36)
45,X/46,X,+mar 5 (4.46)
45,X/46,XY 4 (3.57)
45,X/46,XX 2 (1.79)
45,X/46,X,del(Xq) 2 (1.79)
Outros cariotipos 12 (10.71)
Total 112 (100)

O caridtipo com a monossomia do cromossomo X (45,X) foi o mais frequente,
sendo observado em 50% da amostra, seguido do caridétipo mosaico com i(Xq),
compreendendo 16.07% dos casos. Outras configuragcdes cromossdmicas também
foram observadas, compreendendo 33.93% dos casos, incluindo cari6tipos com
cromossomo X em anel [r(X)], cromossomo marcador (+mar), cariétipos com delecdes
no cromossomo X [del(Xp) e del(Xqg)] e caribtipos com mosaicismo para O
cromossomo Y.

As pacientes apresentaram caracteristicas clinicas tipicas da ST, sendo os
achados mais proeminentes: a baixa estatura em 86 pacientes (76,79%), infantilismo
sexual em 83 (74,11%), pescoco curto e alado em 44 (39.29%), amenorreia primaria
em 43 (38.39%) e baixa implantagéo dos cabelos em 32 (28.57%). Todos os achados

podem ser observados na tabela 4.



Tabela 4 — Caracteristicas clinicas das 112 pacientes com sindrome de Turner.

Caracteristicas clinicas N (%)
Baixa estatura 86 (76,79)
Anormalidades esqueléticas 502 (44,64)
Osteopenia/osteoporose 11 (9,82)
Infantilismo sexual 83° (74,11)
Amenorreia primaria 43 (38,39)
Sobrepeso/obesidade 14 (12,5)
Dislipidemia 6 (5,36)
Doenca autoimune da tireoide 23 (20,54)
Alopecia 2 (1,78)
Doenca inflamatéria crénica (com sobrepeso/obesidade) 22 (19,64)
Doenca neurolégica 20 (17,86)
Doenca cardiovascular 22 (19,64)
Malformacéo renal 10 (8,93)
Doencas de pele 18 (16,07)
Edema 27 (24,11)
Hipertelorismo mamario 29 (25,89)
Deficiéncia auditiva 10 (8,93)
Baixa implantacéo de orelhas 18 (16,07)
Hipotonia muscular 3(2,68)
Palato arqueado 17 (15,18)
Alteracdo anatdémica dos olhos 13 (11,61)
Pescoco curto e alado 44 (39,29)
Baixa implantagéao do cabelo 32 (28,57)
Redundancia de pele no pescoco 19 (16,96)

38

a As principais condic¢8es clinicas sao cubitus valgus, depresséo de xiféides, metacarpos
curtos e Genu valgus; ® Auséncia de desenvolvimento mamario, auséncia de pélos axilares

e pubianos, Gtero hipoplasico e auséncia de ovarios.

Das 112 pacientes ST, 24 (21.43%) apresentaram doencas autoimunes,
incluindo tireoidite de Hashimoto, hipotireoidismo e alopecia, e 22 (19.64%)
apresentaram algum tipo de doenca inflamatéria crénica (Tabela 4), incluindo

sobrepeso e obesidade. Considerando a sobreposicdo de mais de um tipo de doenca
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em uma mesma paciente, no total, 38 pacientes apresentaram algum tipo de doenca
autoimune e/ou inflamatoéria crénica, compreendendo 34% da amostra. Das 38
pacientes com doencas autoimunes e/ou inflamatérias crénicas, que formaram o
grupo caso, 16 (42.1%) apresentaram apenas doencas autoimunes, 14 (36.84%)
apresentaram apenas doencas inflamatorias e 8 (21.05%) apresentaram ambas as

condicdes clinicas.

5.2 ANALISE DO POLIMORFISMO RS3087243 DO GENE CTLA-4

A analise de polimorfismo rs3087243 (G>A) do gene CTLA-4 foi realizada em
112 pacientes ST, avaliando o SNP dentro do grupo de pacientes ST com (grupo caso)
e sem doencas autoimunes e inflamatérias cronicas (grupo controle). Em etapas
iniciais, as 38 pacientes ST que apresentaram o desenvolvimento de doencas
autoimunes e inflamatérias crénicas foram incluidas no grupo caso e as 74 pacientes
ST restantes, que ndo apresentaram tais doencas, foram incluidas no grupo controle.
Contudo, o poder estatistico encontrado foi de apenas 19.48%, parametro longe do
ideal (a partir de 80%) para considerar o estudo eficiente (APENDICE A).

Posteriormente, a analise do polimorfismo foi realizada, comparando grupos
caso e controle para avaliacdo do desenvolvimento de doencas autoimunes (Tabela
5) e outro estudo para avaliacdo do desenvolvimento de doencas inflamatdrias
(Tabela 6). As distribuicdes alélicas e genotipicas ndo se encontram em conformidade
com o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Tabela 5 — Analise do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 de pacientes ST com DAls (Grupo

caso) e pacientes ST (Controles).

Polimorfismo Casos N (%) Controles N (%) Odds ratio (95% IC)  p-value

(24) (88)
rs3087243
Alelos

G 26 (0.54) 66 (0.38)

A 22 (0.46) 110 (0.62) 0.51 (0.25-1.02) 0.047
Genotipos

GG 12 (50) 28 (31.8)

GA 2(8.3) 10 (11.4) 0.473 (0.04-2.75) 0.475

AA 10 (41.7) 50 (56.8) 0.47 (0.16-1.36) 0.142

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)
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Apoés a analise do polimorfismo entre os grupos caso (pacientes ST com
doencas autoimunes) e controle (pacientes ST sem DAIs), foi observado no grupo
caso o gendtipo GG (selvagem) em 50% das pacientes (Tabela 5), 8.3% do genotipo
GA (heterozigoto para o polimorfismo) e 41.7% apresentaram o genoétipo AA
(variante). No grupo controle, foi encontrado 31.8% do gendtipo GG, 11.4% GA e
56.8% AA. Um p value de 0.047 foi observado na frequéncia alélica, sugerindo uma
distribuicao diferencial nessas pacientes, contudo, ndo foram observadas distribuicdes
genotipicas com diferencas estatisticas significativas entre os grupos caso e controle.
O poder estatistico foi de 97%, com 5% de confianca, na comparacédo dos genotipos

dos grupos caso e controle.

Tabela 6 — Andlise do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 de pacientes ST com doencas

inflamatérias cronicas (Casos) e pacientes ST (Controles).

Polimorfismo Casos N (%) Controles N (%) Odds ratio (95% IC)  p-value

(22) (90)
rs3087243
Alelos
G 16 (0.36) 76 (0.42)
A 28 (0.64) 104 (0.58) 1.28 (0.61-2.72) 0.5
Genotipos
GG 6 (27.3) 34 (37.8)
GA 4 (18.2) 8 (8.9) 2.77 (0.46-15.31) 0.21
AA 12 (54.5) 48 (53.3) 1.41 (0.44-5.06) 0.6

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)

A tabela 6 se refere a andlise do SPN rs3087243 em pacientes ST com e sem
doencas inflamatorias cronicas. No grupo caso, com pacientes ST com doencas
inflamatorias cronicas, foi observado o gendtipo GG (selvagem) em 27.3% delas,
18.2% apresentaram o genoétipo GA (heterozigoto para o polimorfismo) e 54.5% o
gendtipo AA (variante). No grupo controle, contendo pacientes ST sem doencas
inflamatorias cronicas, foram encontradas 37.8% das pacientes com o genoétipo GG,
8.9% GA e 53.3% AA. Para esta analise, ndo foram observadas distribuices alélicas
e genotipicas com diferencas estatisticas significativas. O poder estatistico foi de 93%,

com 5% de confianga, na comparacdo dos gendtipos dos grupos caso e controle.
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A analise do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 também foi realizada
comparando as 112 pacientes ST (média de 12 anos) e um grupo controle saudavel,
Ou seja, que ndo apresentam estigmas associados a ST e nem doencgas autoimunes
e/ou inflamatorias cronicas, referente a tabela 7. O grupo controle, composto por 246
mulheres incluidas no estudo de Bufalo e colaboradores de 2020, compreende
voluntarias com idade média de 36.86 anos.

Na tabela 7 é possivel observar que as pacientes ST apresentam o genotipo
GG (selvagem) em 35.7% da amostra, 10.7% apresentaram o gendtipo GA
(heterozigoto para o polimorfismo) e 53.6% o0 gendtipo AA (variante). No grupo
controle (Bufalo et al., 2020) foi observado 21.5% do genoétipo GG, 50.8% GA e 27.6%
AA. Nesta analise, ndo foi observada diferenca estatistica na distribuicdo alélica, mas
um p value menor que 0.001 (p<0.001) foi encontrado na distribuicdo genotipica,
indicando um fator protetor do gendétipo GA no grupo controle em comparacdo com
pacientes ST. O poder estatistico foi de 100%, com 5% de confianca, contudo, as
distribuicbes do SNP no grupo de pacientes ST ndo estdo em conformidade com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg, assim como nas analises anteriores, enquanto o grupo

controle se encontra em EHW.

Tabela 7 — Analise do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 de pacientes ST (Caso) e grupo

controle saudavel (Bufalo et al., 2020).

Polimorfismo Casos N (%) Controles N (%) Odds ratio (95% IC)  p-value

(112) (246)
rs3087243
Alelos
G 92 (0.41) 231 (0.47)
A 132 (0.59) 261 (0.53) 1.27 (0.91-1.77) 0.15
Genotipos
GG 40 (35.7) 53 (21.5)
GA 12 (10.7) 125 (50.8) 0.13 (0.06-0.27) <0.0001
AA 60 (53.6) 68 (27.6) 1.17 (0.66-2.07) 0.6

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)
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5.3 ANALISE DE EXPRESSAO DO GENE CTLA-4
Os niveis de mMRNA do CTLA-4 das 23 pacientes ST e das 21 mulheres do

grupo controle foram analisados a partir de teste de expressao génica relativa. Na
primeira andlise de expressdo génica, realizada entre pacientes ST em compara¢ao
com controles saudaveis, foi observada uma diferenca estatistica significativa
(p=5.632e-07), indicando que o gene CTLA-4 se apresenta 3,25 vezes menos

expresso em mulheres com ST quando comparadas ao grupo controle, dado que pode

ser visualizado na figura 12.
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Figura 12 — Expressao do gene CTLA-4 em pacientes ST e controles saudaveis, respectivamente. Foi
observada uma reducao da expresséo génica em pacientes ST em comparagao com grupo

controle (p<0.001).

Na analise dos niveis de mMRNA do gene CTLA-4 entre grupos de pacientes ST,
foram incluidas no grupo caso nove pacientes com doencas autoimunes e/ou
inflamatorias crénicas, e no grupo controle 14 pacientes ST sem historico de tais

condicdes, porém, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na

expressao génica (Figura 13).
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Figura 13 — Expressao do gene CTLA-4 entre pacientes ST com doencas autoimunes e inflamatérias
crdnicas (grupo caso) e pacientes ST sem tais condi¢fes (grupo controle). Sem diferencas

estatisticas significantes.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, o cariotipo 45,X foi observado em maior frequéncia,
presente em 50% das pacientes com ST, seguido pelos cariétipos com i(Xq) em
mosaicismo [45,X/46,X,i(Xg)] e em linhagem homogénea [46,X,i(Xq)], 16.07% e
6.25%, respectivamente. O resultado se assemelha aos achados da literatura, que
afirmam a presenca da monossomia do cromossomo X em cerca de 40-60% das
mulheres ST e cerca de 20% das pacientes apresentando isocromossomo do X
(BISPO et al., 2013; MARQUI, 2015; GRAVHOLT et al., 2019).

As caracteristicas clinicas de pacientes 45,X tendem a ser mais expressivas do
gue ocorre em pacientes com mosaicismo ou alteracdes estruturais do cromossomo
X. Enquanto isso, é sugerido que a presenca do cariétipo i(Xq), apresenta um risco
aumentado para o desenvolvimento de desordens autoimunes e inflamatorias,
principalmente da tireoide. Além disso, foi observado que pacientes i(Xq) apresentam
uma maior proporcdo de anticorpos antitireoidianos positivos em compara¢cdo com
outros cariétipos (SANTOS et al.,, 2019; SHANKAR et al.,, 2020). Contudo, a
associacao de um cariotipo especifico e o desenvolvimento de condi¢des clinicas que
envolvem o contexto imunolégico das pacientes ST ainda é controversa (CASTO et
al., 2021).

Das 112 pacientes ST analisadas neste estudo, 38 apresentaram algum tipo de
doenca autoimune e / ou inflamatérias crénicas, compreendendo 34% da amostra.
Estudos anteriores relatam uma incidéncia de 20 a 50% de desenvolvimento de tais
condic@es clinicas na ST, corroborando com os nossos achados (GROSSI et al., 2013;
GAWLIK et al., 2018).

Dentre os genes relacionados a regulacéo da resposta imune, polimorfismos
do gene CTLA-4 estdo sendo relacionados ao desenvolvimento de diferentes doencas
de carater autoimune e inflamatério, como o SNP CT60 (rs3087243 G>A), que foi
considerado candidato ao desenvolvimento de doencas como artrite reumatoide,
doenca de Graves, diabetes mellitus tipo 1 e doencas de pele, como vitiligo e alopecia
(REPNIK et al., 2010; TING et al., 2016; SHEHJAR et al.,, 2019, SALINAS-
SANTANDER et al., 2020).

Este SNP tem sido associado com a producdo da proteina sCTLA-4, onde o
alelo G (suscetivel) envolve uma expressdo menor da proteina soltuvel do que o alelo
A (protetor) (REPNIK et al.,, 2010). A funcéo biologica do sCTLA-4 ainda néo é
conhecida, entdo € possivel supor que para uma resposta inibitéria satisfatéria existe
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um fino equilibrio do nivel de CTLA-4 soluvel disponivel, onde baixos niveis podem
nao ser suficientes para contribuir com a supressao da ativacdo de células T e altos
niveis podem competir com o CTLA-4 receptor de superficie celular e bloquear sinais
inibitorios (KAARTINEN et al., 2007; RYDEN et al., 2012).

Até o momento, existe apenas um estudo envolvendo um dos SNPs CTLA-4
(rs231775) em mulheres com ST, realizado por Santos et al. (2018), contudo, ainda
nao foram publicados trabalhos relacionando o SNP rs3087243 (G>A) do gene CTLA-
4 (CT60) e condicdes clinicas da ST.

Neste estudo, a analise o polimorfismo rs3087243 do CTLA-4 em pacientes ST
mostrou uma distribuicdo alélica diferencial na comparacao entre 0s grupos caso (com
DAIs) e controle (pacientes sem DAIs) (p=0.047), onde o alelo G foi observado em
maior frequéncia no grupo caso (56%), de pacientes que desenvolveram algum tipo
de doenca autoimune. O genotipo GG foi 0 mais frequente em pacientes ST com DAISs,
porém, ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes entre os genotipos
e as condicbes clinicas das pacientes. Também néo foram observadas associacdes
estatisticas nas frequéncias alélicas e genotipicas no grupo de pacientes ST com e
sem doencas inflamatorias cronicas, pois o p-value foi maior que 0.05.

Em individuos saudaveis, a andlise do SNP rs3087243 mostrou uma
distribuicdo diferencial do genétipo GA quando comparados com pacientes ST,
independente da presenca ou auséncia de doencas autoimunes e inflamatorias
cronicas, sugerindo um fator protetor do genétipo heterozigoto no grupo controle. Além
disso, a populacdo de estudo ndo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg
(p<0.05), possivelmente devido a alteracdes na frequéncia dos alelos do SNP
rs3087243 do gene CTLA-4 na amostra de pacientes ST, onde este ndo deve
apresentar estabilidade bem definida na sindrome.

O estudo realizado por Santos et al. (2018) foi o primeiro e Unico estudo, até o
momento, envolvendo um polimorfismo do gene CTLA-4 em pacientes ST. Eles
avaliaram o SNP +49 A/G no éxon 1 (rs231775) em 86 pacientes incluidas no
presente estudo, e verificaram diferencas genotipicas significantes para o genaotipo
AG (heterozigoto) nas pacientes ST quando comparadas com um controle saudavel
(p=0.043). Também foi possivel associar o genétipo GG (homozigoto variante para o
polimorfismo) a obesidade em pacientes ST, com um p-value de 0.02. Neste estudo,
nao foi possivel estabelecer relacdo entre o SNP rs231775 e outras desordens

autoimunes ou inflamatérias observadas na amostra, assim como também néo foi
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possivel observar diferencas estatisticas quanto a distribuicdo alélica para o
polimorfismo em estudo na ST.

Considerando os achados de Santos et al. (2018) para o SNP +49 A/G na
mesma amostra de pacientes ST utilizada neste trabalho, destacamos que os SNPs
avaliados se encontram em diferentes locais do gene CTLA-4 e, portanto, resultam
em diferentes alteracfes funcionais. O polimorfismo rs231775 avaliado por Santos et
al. (2018), localizado no éxon 1, influencia a modificagdo pos-traducional do CTLA-4
e pode restringir o seu efeito inibitério na resposta imune, enquanto o rs3087243 ou
CT60, localizado na regido 3’-UTR possui varios sitios de ligacdo para microRNA, e
uma modificacdo nessa regido poderia alterar a estabilidade do mRNA (FANG et al.,
2015; TU et al., 2017; FATHIMA et al., 2019).

Resultados diferentes para os SNP +49 A/G e CT60 foram relatados por Ting
et al. (2016) na mesma amostra de pacientes com Doenca de Graves (DG) e tireoidite
de Hashimoto (TH). Apenas o gendtipo GG do CT60 foi associado ao risco de
desenvolvimento de tireoidite de Hashimoto em pacientes pediatricos. Eles
informaram que associacdes de +49 A/G e CT60 com DG podem ser detectadas em
varias populacdes étnicas, mas para TH apenas associacfes em asiaticos foi relatada.
Consistente com estes achados, Bicek et al. (2009), relatam uma correlacéo entre o
alelo G de ambos os polimorfismos, +49 A/IG e CT60, em pacientes com DG, mas
essa correlacdo ndo é observada para TH.

Uma associacao dos SNPs +49 A/G e rs3087243 com a doenca de Graves
(DG) em individuos cariotipicamente normais foi descrita por Tu et al. (2017).
Semelhante aos nossos resultados, eles detectaram uma maior frequéncia do alelo G
de ambos os SNPs em pacientes com DG em comparac¢ao com o grupo controle, com
p=0.005 para o0 rs3087243 e p=0.000 para +49 A/G, e sugeriram que este alelo pode
conferir um maior risco em desenvolver a desordem autoimune. Também foi possivel
inferir, que para o rs3087243, individuos com o genétipo GG podem apresentar maior
risco em desenvolver desordens autoimunes do que individuos com genotipo AA,
devido ao fator protetor do alelo A na propenséo ao desenvolvimento de DG.

Em estudo semelhante, Shehjar et al. (2019) associaram diferentes SNPs do
CTLA-4, incluindo o SNP rs3087243, com maior susceptibilidade a DG, onde as
frequéncias do gendtipo GG e do alelo G apresentaram diferencas estatisticas
significantes (p<0.001) na comparagédo caso-controle. Além da maior frequéncia do

gendtipo GG em pacientes com DG, Fang et al. (2015) relataram que a frequéncia do
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genatipo heterozigoto (GA) do CT60 foi menor no grupo caso, pacientes com DG, em
relacdo aos controles saudaveis, 0 que é consistente com 0s nossos achados.

Desta forma, a associacdo entre os polimorfismos em CTLA-4 na
suscetibilidade a doencas de carater imunoldgico ainda parece controversa (MITSUIKI
et al., 2018). E as diferencas entre estudos podem ser observadas devido a variacédo
nas frequéncias alélicas e genotipicas que ocorrem em diferentes polimorfismos, bem
como em diferentes grupos étnicos (SANTOS et al., 2018).

A partir deste trabalho foi possivel observar uma distribuicao alélica diferencial
em pacientes ST com DAIs, porém os resultados das andlises do polimorfismo néo
foram suficientes para determinar a associacdo do SNP com o desenvolvimento de
doencas autoimunes e inflamatorias crénicas em pacientes ST, e devemos considerar
o fato de que as pacientes ST podem ndo ter desenvolvido desordens imunolégicas
até o presente momento, podendo apresenta-las em qualquer fase da vida.

Quanto aos ensaios de expressao génica, este também é o primeiro estudo a
investigar os niveis de mMRNA do CTLA-4 em pacientes ST, portanto, ainda ndo ha
relatos na literatura sobre a frequéncia desta molécula reguladora na sindrome. Em
nosso estudo, o perfil de expressdo do gene CTLA-4 de pacientes ST (n=23) foi
comparado ao de individuos saudaveis (n=21), onde foi observada uma reducao de
3,25 vezes da expressao génica em mulheres com ST, quando comparadas ao grupo
controle (p=5.632e-07). Enquanto isso, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas quanto a andalise da expressdo comparando pacientes ST com doenc¢as
autoimunes e inflamatérias crénicas (n=9) e pacientes ST sem tais condi¢cdes (n=14),
indicando que a frequéncia reduzida do mRNA do CTLA-4 é uma caracteristica
relacionada a pacientes ST de um modo geral, independente das condi¢des clinicas.

A expressédo do CTLA-4 tem sido recentemente avaliada em pacientes com
doencgas autoimunes. Patel et al. (2016) relataram uma redugdo na expressao do
CTLA-4 em pacientes com hipotireoidismo autoimune em comparagédo com individuos
saudaveis (p<0.001). Os autores sugerem que o gene CTLA-4 € um locus de
susceptibilidade para o hipotireoidismo autoimune, e que a sua regulacdo negativa
apresenta importante papel na patogénese desta doenca.

No diabetes mellitus tipo 1 (DM1) baixas concentracées de mRNA do CTLA-4
foram relatados por Rydén et al. (2012) em pacientes diabéticos comparados a
individuos com risco de desenvolver DM1 e grupo controle saudavel. Nesta coorte,

também foi descoberto que os individuos com alto risco para DM1 apresentavam
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maior expressdo do CTLA-4 do que os controles saudaveis, porém com baixos niveis
de proteina solavel apds estimulo com mitégeno. O aumento de expressdo combinada
com baixa capacidade responsiva das células T pode ser o motivo da suscetibilidade
desses individuos a DML1.

Em contraste com a reducdo observada até o momento, Zahiri et al. (2022)
relataram que no lupus eritematoso sistémico (LES) a expressao do CTLA-4 teve um
aumento significativo, aproximadamente 1300 vezes maior em pacientes com LES
quando comparados com individuos saudaveis. Eles, porém, argumentam que Jury et
al. (2010) demonstraram uma capacidade reduzida na regulacdo da sinalizacdo e
proliferacéo de células T, apesar do aumento da expressao do CTLA-4 em pacientes
com LES.

A importancia do CTLA-4 como inibidor da resposta imune pode ser observada
em camundongos knockout, onde a auséncia do gene € relacionada ao
desenvolvimento de autoimunidade, infiltracdo linfocitica em varios Orgdos e
destruicdo de tecidos, que geralmente resulta em morte (HASEDA et al., 2011; LO e
ABDEL-MOTAL, 2017). Em humanos, uma condicdo semelhante ocorre em pacientes
com mutacdes deletérias no gene CTLA-4, onde apresentam uma desordem imune
hereditaria dominante caracterizada por infiltracéo linfocitica em 6érgaos néo linféides,
chamada de Haploinsuficiéncia de CTLA-4 com Infiltracdo Autoimune (CHAI) (LO e
ABDEL-MOTAL, 2017). Considerado um ponto de verificagdo imunolégico
(checkpoint), o CTLA-4 tem sido alvo terapéutico na autoimunidade e em alguns tipos
de cancer. Em doencas autoimunes como a artrite reumatoide, uma proteina de fusao
CTLA-4-Ig (Abatacept, Orencia) promove a supressao da ativacdo de células T, por
outro lado, no tratamento de cancer, o objetivo é inibir a fungdo do CTLA-4 por meio
de um anticorpo monoclonal IgG1 (ipilimumab, Yervoy) e aumentar a ativacao das
células T, levando a regressdao do tumor. No entanto, a terapia com CTLA-4 em
pacientes com cancer pode resultar autoimunidade, devido a falta de um sinal inibit6rio
eficiente na resposta imune (GARCIA-PEREZ et al., 2019).

Sendo assim, é possivel inferir que a expresséao reduzida do CTLA-4 pode estar
relacionada a alteracdo da resposta imune nesta amostra de pacientes ST, mas néo
podemos afirmar que € o Unico responsavel pelos achados clinicos observados, pois
outros fatores reguladores da imunidade podem estar contribuindo na patogénese de

doencas autoimunes e inflamatorias crénicas na sindrome.
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7 CONCLUSOES

1.

3.

A analise do polimorfismo rs3087243 (G>A) do gene CTLA-4 permitiu a
identificacdo de uma distribuicéo diferencial na frequéncia alélica de pacientes
ST com doencas autoimunes, onde o alelo G foi observado em maior
propor¢cdo. Contudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas nas
frequéncias genotipicas deste polimorfismo na ST.

Uma distribuicdo diferencial do genotipo GA foi observada em individuos
saudaveis, indicando um fator protetor deste gendtipo no grupo controle em
comparacao com pacientes ST.

A expressao do gene CTLA-4 se encontra reduzida em pacientes ST quando
comparadas com um grupo controle, sugerindo uma atividade
Imunossupressora ineficiente nessas pacientes.

N&o foi observada diferenca estatistica na expressédo génica do CTLA-4 nos
subgrupos de pacientes ST com e sem doencas autoimunes/inflamatorias
cronicas, sendo sugestivo que € uma caracteristica das pacientes ST de um

modo geral.
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APENDICES

APENDICE A — TABELA COM ANALISE DO POLIMORFISMO rs3087243 DO
GENE CTLA-4 EM PACIENTES ST.

Tabela 8 — Dados agrupados da andlise do polimorfismo rs3087243 do gene CTLA-4 de pacientes ST

do grupo caso (com DAIs e/ou doencgas inflamatdrias) e pacientes ST (controle).

Polimorfismo Casos N (%) Controles N (%) Odds ratio (95% IC)  p-value

(38) (74)
rs3087243
Alelos

G 34 (0.45) 58 (0.39)

A 42 (0.55) 90 (0.61) 0.8 (0.44-1.45) 0.474
Gendtipos

GG 15 (39.5) 25 (33.8)

GA 4 (10.5) 8 (10.8) 0.84 (0.16-3.81) 1

AA 19 (50) 41 (55.4) 0.77 (0.31-1.96) 0.667

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)
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ANEXO B - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
MENORES DE 12 a 18 ANOS - Resolugéo 466/12)

UNIVERSIDADE FEREDAL DE PERNAMBUCO

10.1 TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE 12 a 18 ANOS -
Resolucao 466/12)

OBS: Este Termo de Assentimento para o menor de 12 a 18 anos néo elimina a necessidade da
elaboracdo de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo
responsavel ou representante legal do menor.

Convidamos vocé, apds autorizacdo dos seus pais [ou dos responsaveis legais] para participar
como voluntéario (a) da pesquisa sob o titulo: “Polimorfismos genéticos como fatores de risco a doencas
autoimunes e a ndo-disjuncdo cromossbmica na sindrome de Turner’. Esta pesquisa é da
responsabilidade do (a) pesquisador (a) Adriana Valéria Sales Bispo, que encontra-se no

endereco: . Telefones para contato: . e-
mail: . Também participam desta pesquisa a pesquisadora: Luana Oliveira
dos Santos Telefone para contato: e estd sob a orientacdo de: Neide Santos
Telefone: , e-mail:

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam compreensivel,
as davidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos
os esclarecimentos forem dados e concorde com a realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas
e assine ao final deste documento, que estd em duas vias, uma via lhe sera entregue para que seus
pais ou responsavel possam guarda-la e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer duvida e estara livre para decidir participar ou
recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu. Para
participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participagdo a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» [Essa pesquisa tem como objetivos: definir o cariétipo de cada voluntério participante; investigar
a associacao de polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo do folato como fatores
de risco na ndo-disjuncdo cromossdmica, bem como a associac¢édo de polimorfismos dos genes
PTPN-22, DEFB1 e MBL2 e a susceptibilidade a doengas autoimunes na sindrome de Turner.
Para a coleta de dados da pesquisa sera realizada a coleta de sangue para realizagdo de
exame cromossOmico (nos cromossomos estdo contidos a informacdo genética) com
bandeamento G (técnica de identificacdo individual dos cromossomos) e analise molecular para
pesquisa de polimorfismos nos genes (variacdes no gene, que podem ou ndo interferir na
expresséao fenotipica) MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase), TS (timidilato sintase), MS
(metionina sintase), MTRR (metionina sintase redutase), RFC (carreador de folato reduzido),
PTPN22 (proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo 22), CTLA-4 (Antigeno-4 associado ao
linfécito-T citotdxico), DEFB1 (B-defensina 1) e MBL2 (lectina ligadora de manose). Os dados
clinicos de cada paciente serdo obtidos a partir dos prontuarios, 0s quais serdo previamente
solicitados no Servico de Arquivo Médico e Estatistica - SAME.

» Em relagdo ao periodo de participagdo de cada voluntario na pesquisa, sera necessario o
comparecimento ao hospital para que haja a coleta do sangue periférico, onde serdo colhidos
cerda de 10 ml de sangue, por puncdo venosa. Caso ndo sejam obtidos bons resultados, o
voluntario podera ser chamado novamente para uma recoleta de sangue.

> Orrisco direto para o voluntario ao participar desta pesquisa é desenvolver hematoma (mancha
roxa) no local da retirada de sangue, o que pode causar um certo grau de desconforto. Como
formas de amenizar este risco, podemos citar: ndo massagear o local onde a agulha perfurou;
logo apés a coleta do sangue periférico, uma compressao deve ser feita no local perfurado,
pressionando por trés minutos e o braco nao deve ser flexionado. Caso haja o surgimento do
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hematoma, o mesmo deve desaparecer dentro de poucos dias. O uso de cremes, receitados
por um médico, facilitam o desaparecimento dessa mancha.

» Os beneficios diretos para os voluntarios incluem: ter um diagnéstico genético definido apés
as andlises citogenéticas e um acompanhamento médico que deve ser realizado no hospital
onde cada paciente teve o seu sangue periférico coletado para analise genética. Quanto aos
beneficios indiretos, os pacientes podem ser beneficiados pelos conhecimentos adquiridos
neste estudo.

As informag@es desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, nao havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacédo. Os dados coletados nesta pesquisa
(dados clinicos obtidos dos prontuarios de cada paciente e sangue periférico coletado de cada
paciente), ficardo armazenados em (pastas de arquivo, computador pessoal e geladeira), sob a
responsabilidade da orientadora Dra. Neide Santos, no endereco 1° andar da antiga Faculdade de
Medicina, situado na Av. Professor Moraes Rego, S/N - Cidade Universitaria, Recife, PE, pelo periodo
de minimo 5 anos.

Nem vocé e nem seus pais [ou responsaveis legais] pagardo nada para vocé participar desta
pesquisa, também nédo receberdo nenhum pagamento para a sua participacéo, pois é voluntéria. Se
houver necessidade, as despesas (deslocamento e alimentacdo) para a sua participacao e de seus
pais serdo assumidas ou ressarcidas pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da sua participacdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial.

Este documento passou pela aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE que esta no enderec¢o: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

ASSENTIMENTO DO(DA) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador (a) do documento de Identidade
(se ja tiver documento), abaixo assinado, concordo em participar do estudo
“Polimorfismos genéticos como fatores de risco a doencas autoimunes e a n&o-disjuncéo
cromossomica na sindrome de Turner”, como voluntario (a). Fui informado (a) e esclarecido (a) pelo (a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0 que vai ser feito, assim como 0s possiveis riscos e beneficios que
podem acontecer com a minha participacdo. Foi-me garantido que posso desistir de participar a
qualquer momento, sem que eu ou meus pais precise pagar nada.

Local e data

Assinatura do (da) menor:

Presenciamos a solicitacdo de assentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do/a
voluntario/a em participar. 02 testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA
RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolucéo 466/12)

UNIVERSIDADE FEREDAL DE PERNAMBUCO

10.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA RESPONSAVEL LEGAL
PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolugéo 466/12)

Solicitamos a sua autorizacdo para convidar o (a) seu/sua filho (a) para participar, como
voluntario (a), da pesquisa “Polimorfismos genéticos como fatores de risco a doencas autoimunes e a
nao-disjungdo cromossémica na sindrome de Turner”.

Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a) Adriana Valéria Sales Bispo, que encontra-

se no endereco: . Telefones para contato: , e-
mail: . Também participam também desta pesquisa a pesquisadora: Luana
Oliveira dos Santos. Telefone para contato: e esta sob a orientagdo
de: Neide Santos Telefone: , e-mail: .

Caso este Termo de Consentimento contenha informag6es que ndo Ihe sejam compreensivel,
as davidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos
os esclarecimentos forem dados, caso concorde que o (a) menor faca parte do estudo pedimos que
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias, uma via lhe sera entregue
e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Caso ndo concorde nao havera penalizagdo nem para o (a) Sr.(a) nem para o/a voluntério/a
que esta sob sua responsabilidade, bem como sera possivel ao/a Sr. (a) retirar 0 consentimento a
qualquer momento, também sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Essa pesquisa tem como obijetivos: definir o cariétipo de cada voluntario participante; investigar
a associacao de polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo do folato como fatores
de risco na ndo-disjuncdo cromossdmica, bem como a associac¢ao de polimorfismos dos genes
PTPN-22, DEFB1 e MBL2 e a susceptibilidade a doengas autoimunes na sindrome de Turner.
Para a coleta de dados da pesquisa sera realizada a coleta de sangue para realizacdo de
exame cromossdmico (nos cromossomos estdo contidos a informacdo genética) com
bandeamento G (técnica de identificacdo individual dos cromossomos) e analise molecular para
pesquisa de polimorfismos nos genes (variacdes no gene, que podem ou néo interferir na
expressédo fenotipica) MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase), TS (timidilato sintase), MS
(metionina sintase), MTRR (metionina sintase redutase), RFC (carreador de folato reduzido),
PTPN22 (proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo 22), CTLA-4 (Antigeno-4 associado ao
linfocito-T citotdxico), DEFB1 (B-defensina 1) e MBL2 (lectina ligadora de manose). Os dados
clinicos de cada paciente serdo obtidos a partir dos prontuarios, os quais serdo previamente
solicitados no Servigco de Arquivo Médico e Estatistica - SAME.

» Em relacdo ao periodo de participacdo de cada voluntario na pesquisa, serd necessario o
comparecimento ao hospital para que haja a coleta do sangue periférico, onde seréo colhidos
cerda de 10 ml de sangue, por puncdo venosa. Caso nao sejam obtidos bons resultados, o
voluntario podera ser chamado para uma recoleta de sangue.

» Orrisco direto para o voluntério ao participar desta pesquisa é desenvolver hematoma (mancha
roxa) no local da retirada de sangue, o que pode causar um certo grau de desconforto. Como
formas de amenizar este risco, podemos citar: ndo massagear o local onde a agulha perfurou;
logo apo6s a coleta do sangue periférico, uma compresséo deve ser feita no local perfurado,
pressionando por trés minutos e o braco ndo deve ser flexionado. Caso haja o surgimento do
hematoma, o mesmo deve desaparecer dentro de poucos dias. O uso de cremes, receitados
por um médico, facilitam o desaparecimento dessa mancha.

> Os beneficios diretos para os voluntarios incluem: ter um diagnostico genético definido apos
as analises citogenéticas e um acompanhamento médico que deve ser realizado no hospital
onde cada paciente teve o seu sangue periférico coletado para analise genética. Quanto aos
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beneficios indiretos, os pacientes podem ser beneficiados pelos conhecimentos adquiridos
neste estudo.

As informac@es desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a participagdo do/a voluntario (a). Os dados coletados
nesta pesquisa (dados clinicos obtidos dos prontuarios de cada paciente e sangue periférico coletado
de cada paciente), ficardo armazenados em (pastas de arquivo, computador pessoal e geladeira), sob
a responsabilidade da orientadora Dra. Neide Santos, no endereco 1° andar da antiga Faculdade de
Medicina, situado na Av. Professor Moraes Rego, S/N - Cidade Universitaria, Recife, PE, pelo periodo
de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada e nem recebera nenhum pagamento para ele/ela participar
desta pesquisa, pois deve ser de forma voluntaria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos
de danos, comprovadamente decorrentes da participacao dele/a na pesquisa, conforme deciséo judicial
ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a participacdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento com transporte e alimentagéo).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — Prédio do CCS - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-
600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DO/A VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsével por , autorizo a sua participacdo no estudo
"Polimorfismos genéticos como fatores de risco a doencas autoimunes e a nédo-disjuncao
cromossOmica na sindrome de Turner’, como voluntario(a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacéo dele (a). Foi-me garantido que posso
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
interrupcdo de seu acompanhamento/ assisténcia/tratamento) para mim ou para o (a) menor em
questao.

Local e data

Assinatura do (da) responsavel:

Impresséo digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar. 02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA
MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

UNIVERSIDADE FEREDAL DE PERNAMBUCO

10.3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA MAIORES DE 18 ANOS OU
EMANCIPADOS - Resoluc¢éo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Polimorfismos
genéticos como fatores de risco a doengas autoimunes e a ndo-disjungao cromossdmica na sindrome
de Turner’. Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a) Adriana Valéria Sales Bispo,
que encontra-se no endereco: . Telefones para
contato: , e-mail: . Também participam
também desta pesquisa a pesquisadora: Luana Oliveira dos Santos. Telefones para contato:

e esta sob a orientacdio de: Neide Santos Telefone:
, e-mail: .

Caso este Termo de Consentimento contenha informag8es que ndo lhe sejam compreensivel,
as davidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos
os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realizacdo do estudo pedimos que rubrique as
folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra
ficard com o pesquisador responséavel.

Caso ndo concorde ndo havera penalizacdo, bem como sera possivel retirar 0 consentimento
a qualquer momento, também sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» [Essa pesquisa tem como obijetivos: definir o cariétipo de cada voluntario participante; investigar
a associacao de polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo do folato como fatores
de risco na ndo-disjuncéo cromossdmica, bem como a associacédo de polimorfismos dos genes
PTPN-22, DEFB1 e MBL2 e a susceptibilidade a doengas autoimunes na sindrome de Turner.
Para a coleta de dados da pesquisa sera realizada a coleta de sangue para realizacéo de
exame cromossdmico (nos cromossomos estdo contidos a informacdo genética) com
bandeamento G (técnica de identifica¢é@o individual dos cromossomos) e analise molecular para
pesquisa de polimorfismos nos genes (variacdes no gene, que podem ou ndo interferir na
expressédo fenotipica) MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase), TS (timidilato sintase), MS
(metionina sintase), MTRR (metionina sintase redutase), RFC (carreador de folato reduzido),
PTPN22 (proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo 22), CTLA-4 (Antigeno-4 associado ao
linfocito-T citotdxico), DEFB1 (B-defensina 1) e MBL2 (lectina ligadora de manose). Os dados
clinicos de cada paciente serdo obtidos a partir dos prontuarios, 0s quais serdo previamente
solicitados no Servigo de Arquivo Médico e Estatistica - SAME.

» Em relacdo ao periodo de participagdo de cada voluntario na pesquisa, ser4 necessario o
comparecimento ao hospital para que haja a coleta do sangue periférico, onde serdo colhidos
cerda de 10 ml de sangue, por puncdo venosa. Caso ndo sejam obtidos bons resultados, o
voluntario podera ser chamado para uma recoleta de sangue.

» Orrisco direto para o voluntério ao participar desta pesquisa é desenvolver hematoma (mancha
roxa) no local da retirada de sangue, o que pode causar um certo grau de desconforto. Como
formas de amenizar este risco, podemos citar: ndo massagear o local onde a agulha perfurou;
logo apés a coleta do sangue periférico, uma compresséo deve ser feita no local perfurado,
pressionando por trés minutos e o braco ndo deve ser flexionado. Caso haja o surgimento do
hematoma, o mesmo deve desaparecer dentro de poucos dias. O uso de cremes, receitados
por um médico, facilitam o desaparecimento dessa mancha.

» Os beneficios diretos para os voluntarios incluem: ter um diagnéstico genético definido apés
as analises citogenéticas e um acompanhamento médico que deve ser realizado no hospital
onde cada paciente teve o seu sangue periférico coletado para analise genética. Quanto aos
beneficios indiretos, os pacientes podem ser beneficiados pelos conhecimentos adquiridos
neste estudo.
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Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publica¢des cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados
nesta pesquisa (dados clinicos obtidos dos prontuarios de cada paciente e sangue periférico coletado
de cada paciente), ficardo armazenados em (pastas de arquivo, computador pessoal e geladeira), sob
a responsabilidade da orientadora Dra. Neide Santos, no endereco 1° andar da antiga Faculdade de
Medicina, situado na Av. Professor Moraes Rego, S/N - Cidade Universitaria, Recife, PE, pelo periodo
de minimo 5 anos.

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao é
voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentagao).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, ap6s
a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em patrticipar do estudo
"Polimorfismos genéticos como fatores de risco a doencas autoimunes e a nédo-disjuncao
cromossbmica na sindrome de Turner’, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacédo. Foi-me garantido que posso
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Impresséo digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do
voluntério em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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Curriculum Vitae

Nome civil

Nome Aldianne Milene dos Santos Barbosa
Dados pessoais

Filiagao Jodo Claudio Barbosa e Audilene Maria dos Santos Barbosa
Nascimento 28/10/1995 - Recife/PE - Brasil

Carteira de Identidade 7909872 SDS - PE - 31/03/2016

CPF 105.073.084-41

Endereco residencial Rua Doutor Jodo Suassuna, 388
Cavaleiro - Jaboatdo dos Guararapes
54210450, PE - Brasil
Telefone: 081 34556892
Celular 081 984600555
Endereco eletronico
E-mail para contato : aldiannemilene@gmail.com

Formacao académicaltitulacao

2020 Mestrado em Programa de Pés-Graduacdo em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Avaliacdo de polimorfismo e expressdo do gene CTLA-4 na
resposta imune de pacientes com Sindrome de Turner
Orientador: Neide Santos
Co-orientador: Jaqueline de Azevedo Silva
Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior

Formacao complementar

2021 - 2021  Cursode curtaduracdo em Genética Aplicada ao Diagnéstico. (Carga
horaria: 8h). Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife,
Brasil

2020 - 2020  Curso de curta duracdo em Solucdes biotecnologicas aplicadas as
acoes de enfrentamento a COVID-19. (Carga horaria: 45h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2020 - 2020  Curso de curta duracao em MINICURSO ONLINE DE BIOLOGIA
MOLECULAR NO DIAGNOSTICO DE DOENCAS INFECCIOSA.
(Carga horéaria: 4h). Centro de Capacitacdo em Saude de
Pernambuco, CCS, Brasil

2020 - 2020  Curso de curta duracdo em Principios Basicos de Reproducao
Humana Assistida. (Carga horaria: 5h). Universidade Federal de



2020 - 2020

2020 - 2020
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Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duracdo em MINICURSO ONLINE DE ANALISE E
INTERPRETACAO DE EXAMES EM URINALISE. (Carga horéria:
8h). Centro de Capacitacdo em Saude de Pernambuco, CCS, Brasil

Curso de curta duracdo em | Curso de Desenvolvimento Textual
Cientifico. (Carga horaria: 15h). Universidade Paulista, UNIP, S&o
Paulo, Brasil

Areas de atuacio

1.
2.
3

Idiomas

Inglés

Producéo

Genética
Genética Humana e Médica
Citogenética Humana

Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente , Escreve
Razoavelmente , Lé Bem

Apresentacao de trabalho e palestra

1. BARBOSA, A. M. S.; LARANJEIRA, R.; SILVA, J. A,; SANTOS, N. Avaliacao de
polimorfismo e expresséo do gene CTLA-4 narespostaimune de pacientes com
Sindrome de Turner, 2021. (Simpésio,Apresentacéo de Trabalho)

2. BARBOSA, A. M. S.; LARANJEIRA, R.; ARCOVERDE, J.; DUARTE, A.; ARAUJO,
J.; SILVA, J. A.; SANTOS, N. Avaliacdo de polimorfismo e expressao do gene
CTLA-4 na resposta imune de pacientes com Sindrome de Turner, 2020.
(Simpdsio,Apresentacdo de Trabalho)

Eventos

Participacdo em eventos

1. Xl Jornada da P6s-Graduacédo em Genética, 2021. (Simposio)

2. | Simposio Nacional Académico das Ligas de Hematologia - INTERHEMO,
2020. (Simpdsio)

3. IV Webinar Ciéncia USP - Covid-19: Inteligéncia Artificial na Medicina, 2020.

(Outra)

4. X Jornada da Pds-Graduacao em Genética, 2020. (Simpdsio)



