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RESUMO

A sindrome de Down (SD) é resultado da trissomia do cromossomo 21, possuindo
uma incidéncia estimada de 1:700 nascidos vivos. Os individuos com SD apresentam
uma maior frequéncia de doencas autoimunes e inflamatdrias crénicas do que a
populacdo em geral. No entanto, estudos de alteracdes na expressao de genes
importantes na regulacdo do sistema imunoldgico sado escassos na SD. O objetivo
desse estudo foi avaliar o perfil de expresséao dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 em
individuos com SD. Por meio de ensaios de expressao génica relativa, comparamos 0s
niveis de mMRNA dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 entre individuos com SD (n=22)
e grupo controle saudavel (CT) (n=13), cuja média de idade foi de 10,9 anos e 11,6
anos, respectivamente. Uma comparacdo da expressao génica também foi realizada
entre individuos com SD estratificados com base na presenca de hipotireoidismo e
nos niveis de Proteina C-reativa ultrassensivel (PCR-us). Nado houve diferenca na
expressao génica entre individuos SD estratificados com relagdo a PCR-us e ao
hipotireoidismo. Mas observamos diferenca significativa na expressao do CTLA-4 (FC:
-1,71; p=0,0014) e do VDR (FC: +1,86; p=0,0096) de individuos com SD em relacéo
aos controles, porém nao do PTPN22 (FC: +1,30; p=0,8007). A expressao aumentada
do VDR pode estar relacionada a regulacdo do metabolismo da vitamina D (vit D)
como um mecanismo para melhor utilizar os niveis de vit D e contribuir para um
desempenho mais eficiente do sistema imune. E a expressao reduzida do CTLA-4
sugere uma provavel contribuicdo para o desequilibrio imunolégico frequentemente
relatado na SD. Mais estudos sdo necessarios para inferir uma relacdo entre a
expressdo diferencial desses genes e a propensao a doencgas autoimunes e

inflamatorias cronicas nesses individuos.

Palavras-chave: Sindrome de Down; mRNA; Expressdo génica; Doencas

autoimunes; Doencas inflamatorias.



ABSTRACT

Down syndrome (DS) results from trisomy of chromosome 21, with an estimated
incidence of 1:700 live births. Individuals with DS have a higher frequency of
autoimmune and chronic inflammatory diseases than the general population. However,
studies of changes in the expression of genes in the regulation of the immune system
are scarce in DS. The objective of this study was to evaluate the expression profile of
the CTLA-4, VDR and PTPN22 genes in individuals with DS. Through relative gene
expression assays, we compared the mRNA levels of the CTLA-4, VDR and PTPN22
genes between individuals with DS (n=22) and the healthy control group (CT) (n=13),
with mean ages of 10.9 years and 11.6 years, respectively. Gene expression was also
compared among individuals with DS stratified based on the presence of
hypothyroidism and ultrasensitive C-reactive Protein (us-CRP) levels. There was no
difference in gene expression between DS individuals stratified with respect to us-CRP
and hypothyroidism. However, we observed a significant difference in the expression
of CTLA-4 (FC: -1.71; p=0.0014) and VDR (FC: +1.86; p=0.0096) in individuals with
DS compared to controls, but not PTPN22 (FC: +1.30; p=0.8007). The increased VDR
expression may be related to the regulation of vitamin D (vit D) metabolism as a
mechanism to better utilize vit D levels and contribute to more efficientimmune system.
The reduced expression of CTLA-4 suggests a probable contribution to the immune
imbalance often reported in DS. Further studies are needed to infer a relationship
between the differential expression of these genes and the propensity for autoimmune

and chronic inflammatory diseases in these individuals.

Key words: Down Syndrome; mRNA; Gene expression; Autoimmune diseases;

Inflammatory diseases.
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1 INTRODUCAO

A trissomia do cromossomo 21 resulta em um conjunto de caracteristicas
clinicas comumente conhecidas como sindrome de Down (SD). Com uma
incidéncia estimada de 1:700 nascidos vivos, 0 cariotipo mais prevalente na
sindrome é a trissomia livre, mas podem ser observados outros cariotipos com
mosaicismo cromossdmico ou alteracdes estruturais envolvendo o cromossomo 21,
como translocacbes Robertsonianas.

Os individuos com a sindrome apresentam uma variedade de manifestacfes
clinicas que podem afetar mdultiplos sistemas, principalmente o0s sistemas
musculoesquelético, cardiovascular e neurolégico, sendo considerada a causa
genética mais comum de deficiéncia intelectual. Além disso, a SD € a sindrome
genética mais frequentemente associada a desregulacdo imune e os individuos
apresentam taxas de doencas autoimunes (DAIs) e/ou inflamatdrias cronicas
(DICs) de aproximadamente quatro a seis vezes maior do que a populacdo em
geral, por exemplo, doencas autoimunes da tireoide, diabetes mellitus tipo 1,
doenca celiaca, alopecia, vitiligo, artrite idiopatica e obesidade.

A maior parte das caracteristicas clinicas na SD estdo relacionadas a
superexpressdao dos genes localizados no cromossomo 21, que acabam
resultando em interacdes desequilibradas com outros genes. A desregulacédo do
sistema imunoldgico na SD, que favorece a predisposi¢cdo a DAIs, vem sendo
investigada e varias alteracbes nos componentes da resposta imune inata e
adaptativa tém sido consideradas como possiveis candidatas para explica-la.

A disfuncé@o imunoldgica na SD tem sido atribuida a diminuicdo do numero
de linfdcitos B, modificacdes nos subconjuntos de células T, bem como alteracdes
nos niveis de citocinas anti e pro-inflamatorias. Além disso, embora os
mecanismos exatos das DAIs ainda sejam indefinidos, fatores genéticos também
desempenham um papel importante na patogénese.

Estudos envolvendo genes com funcfes importantes na manutencao da
homeostase do sistema imunoldgico, como o Cytotoxic T-lymphocyte associated
antigen-4 (CTLA-4), o Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22 gene
(PTPN22) e o Vitamin D Receptor (VDR) sdo numerosos na literatura. Os genes
CTLA-4 e PTPN22 atuam como importantes reguladores negativos da resposta

imune. O primeiro é um regulador crucial da homeostase e da autotolerancia das
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células T. A expressao e a funcao biolégica dele sdo importantes para a regulacéo
negativa das respostas dessas células. JA& o PTPN22 atua como regulador
negativo da sinalizacao do receptor de células T (TCR) e do receptor de células B
(BCR). O gene VDR medeia a maioria das ac¢fes bioldgicas do calcitriol (forma
ativa da vitamina D) por meio do seu produto, o receptor de vitamina D, o qual foi
identificado em quase todas as células imunes.

Estudos prévios mostram que alteracdes na expresséo desses genes podem
estar associadas a DAIs e/ou inflamatorias na populacdo em geral, porém nédo ha
estudos nesse contexto em individuos com SD, mesmo eles apresentando uma alta
propensao a essa categoria de doencas. Diante disso, é possivel que haja um perfil
de expressao diferencial desses genes relacionado ao desenvolvimento de
desordens autoimunes e inflamatdérias na sindrome. O presente estudo é o primeiro

trabalho a analisar a expressédo do CTLA-4, VDR e PTPN22 em individuos com SD.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Sindrome de Down
2.1.1 Cariotipos e Etiologia

A sindrome de Down (SD) (OMIM #190685, Online Mendelian Inheritance in
Man, um Catalogo Online de Genes Humanos e Distirbios Genéticos) € um
distarbio genético causado por uma trissomia parcial ou completa do cromossomo
21 (Franceschi et al., 2019). Citogeneticamente, o cariétipo mais prevalente € a
trissomia livre (47,XX,+21 ou 47,XY,+21) (Figura 1), estando presente em
aproximadamente 95% dos individuos com SD; a translocacdo Robertsoniana
(Figura 2) é responsavel pela trissomia 21 em cerca de 5% dos individuos afetados,
enquanto que O mosaicismo cromossOmico para trissomia 21 ocorre em

aproximadamente 2% dos individuos com SD (Antonarakis et al., 2020).
Figura 1 — Cariétipo humano 47,XX,+21 com bandeamento G.
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Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH/UFPE.

A idade materna avancada esta relacionada com o aumento da incidéncia
de trissomia do cromossomo 21 na concepcéao, bem como para as outras trissomias
autossdmicas humanas, sendo a prevaléncia delas maiores em maes com mais de

40 anos quando comparadas aquelas com idade entre 25 e 29 anos (Loane et al.,
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2012; Coppede, 2016). Isso acontece, principalmente, devido aos erros de origem

meidtica nos oocitos (Mccoy et al., 2015).

Figura 2 — Translocag¢é@o Robertsoniana (rob) envolvendo o cromossomo 21 com banda G.

— 22

b)

Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH/UFPE.
Legenda: a) rob(14;21); b) rob(21:22).

— 14

— 21

a)

As duas principais vias sugeridas para explicar os erros de segregacao
cromossOmica na meiose sao: (1) a nao-disjungcdo na meiose, na qual o0s
cromossomos homologos ou as croméatides irmas falham em segregar na meiose |
ou na meiose Il, respectivamente, e (2) a separacdo prematura das cromatides
irmas durante a meiose |, fazendo com que uma cromatide de um par de
cromossomos homadlogos se junte com o outro par de cromossomos homadlogos,
resultando em um gameta com desequilibrio cromossdémico (Figura 3) (Webster;
Schuch, 2017). Os erros meibticos afetardo todo o embrido, pois 0s zigotos
formados pela fertilizacdo envolvendo um gameta anormal sdo aneuploides
(Prakash, 2019).

Apbs esses erros de segregacdo, se houver a fertilizacdo de gametas
nulissémicos com gametas normais, havera a formacao de zigotos monossémicos,
enguanto a fertilizacdo de gametas dissdmicos com gametas normais resultara na

formacao de zigotos trissdbmicos (Figura 4) (Gardner; Amor, 2018).



Figura 3 — Representagéo esquemética da meiose feminina normal, da ndo-disjuncdo do
cromossomo inteiro e da separacéo prematura das cromatides irmas.
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Fonte: Adaptado de Pellestor et al. (2005).

Figura 4 — Gametas aneuploides formando zigotos aneuploides.
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Fonte: Adaptado de Gardner e Amor (2018).
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Quando uma anormalidade cromoss6mica ocorre ha mitose, em um embriao
gue estd em estagio de desenvolvimento inicial, algumas células herdam um
complemento cromossdmico normal, enquanto outras serdo aneuploides,
resultando em mosaicismo que pode ser confinado a um ou poucos tecidos,
dependendo do momento em que o erro ocorreu (D'gama; Walsh, 2018; Prakash,
2019; West; Everett, 2022). O mosaicismo cromossémico é definido como a
presenca de duas ou mais linhagens celulares com cariétipos distintos (Figura 5)
em um individuo que se desenvolveu a partir de um Unico zigoto (Lebedev;
Zhigalina, 2021). Ao contrario dos erros meioticos, 0s erros mitoticos ndo estao

significativamente associados a idade materna avancada (Mccoy et al., 2015).

Figura 5 — llustragdo de uma mulher apresentando mosaicismo cromossdmico na SD.
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U.S. National Library of Medicine

Fonte: Adaptado de MedLinePlus, National Library of Medicine.

Os fatores ambientais também podem influenciar o risco de ndo disjuncao,
mas sao dificeis de identificar devido ao problema inerente de definir a exposicéo,
dosagem e tempo de cada fator (Antonarakis et al., 2020). Alguns desses fatores



20

gue influenciam o risco de trissomia 21 incluem tabagismo, falta de suplementacéao

de acido fdlico e uso de contraceptivos orais (Coppedé, 2016).

2.1.2 Ocorréncia e Expectativa de vida

A SD esta entre as condi¢cdes genéticas mais complexas e a aneuploidia
autossémica mais frequente compativel com a sobrevivéncia humana (Paz-Y-
Mifio et al., 2020). No Brasil, estima-se que 1:700 nascidos vivos apresentem a
SD, o que totaliza em torno de 270 mil pessoas com SD, enquanto que no mundo
essa estimativa é de 1:1000 nascidos vivos (Brasil, 2019). No entanto, uma
estimativa global precisa ndo pode ser calculada de forma confiavel até que mais
registros de nascimentos sejam criados nos paises, e mais dados estejam
disponiveis sobre a sobrevivéncia historica e atual de pessoas com SD em
diferentes partes do mundo (Antonarakis et al., 2020).

Os dados de prevaléncia da populacdo podem ser Uteis no planejamento
de longo prazo para o bem-estar médico e social. A melhor op¢cédo para obter
prevaléncia de nascimentos seria um sistema nacional de registro de nascimentos
e Obitos de pessoas com deficiéncia que funcionasse bem. No entanto, apenas
alguns paises estabeleceram tais sistemas, incluindo Dinamarca, Suécia e, de
forma mais limitada, o Reino Unido e Portugal (De Graaf et al., 2017).

Em um estudo recente, Laignier et al. (2021) observaram uma prevaléncia
de 4/10.000 casos de nascidos vivos com SD por meio da Certiddao de Nascido
Vivo, no periodo de 2012 a 2018, no Brasil. No entanto, segundo os autores, essa
menor prevaléncia pode ser devido a possibilidade de subnotificacdo de eventos
e a variabilidade na qualidade dos dados e informacdes relacionadas as
anormalidades congénitas na Declaracdo de Nascido Vivo. Isso pode, muitas
vezes, estar relacionado a falta de treinamento e supervisdo do profissional no
preenchimento da Certiddo de Nascido Vivo e na inser¢cao desses dados no
sistema. Nos EUA, a partir de 2013, dados sugerem que ~ 1 em cada 779 bebés
nascidos tinha SD (~ 12,8 por 10.000 nascidos vivos) (De Graaf et al., 2019;
Antonarakis et al., 2020). Para a Europa, entre 2011-2015, a prevaléncia anual de
nascidos vivos foi de 10,1 por 10.000, porém esse valor seria maior, em torno de
21,7 por 10.000 nascidos vivos, se nao houvesse interrupcoes eletivas (De Graaf
et al., 2021).
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As trissomias viaveis compartilham algumas caracteristicas clinicas, tais
como defeitos cardiovasculares e craniofaciais, deficiéncia intelectual e
expectativa de vida reduzida (Li et al., 2017). Porém, devido as mudancas das
iniciativas governamentais e ndo governamentais, bem como as melhorias nos
cuidados e servicos medicos para pessoas com SD, como a melhoria dos
tratamentos cirdrgicos das cardiopatias congénitas (Bertapelli et al.,, 2016;
Dieudonné et al., 2020), a expectativa de vida de individuos com SD melhorou
significativamente. Por exemplo, nos Estados unidos a expectativa de vida
aumentou de uma média estimada de 26 anos e mediana de 4 anos em 1950 para
53 anos e 58 anos, respectivamente, em 2010 (De Graaf et al., 2017).

Com o aumento da prevaléncia e a expectativa de vida mais longa dos
individuos com SD, é importante compreender as ocorréncias comuns de
condicbes concomitantes, ou comorbidades, ao longo do ciclo de vida do
desenvolvimento para praticas de triagem mais apropriadas, diretrizes de
cuidados médicos personalizadas, melhor utilizacdo dos recursos de saude e
planejamento e gerenciamento atualizados do cuidado aos individuos com SD
(Chicone et al., 2021).

2.1.3 Manifestacdes clinicas

A SD € a causa genética mais comum de deficiéncia intelectual, sendo
tipicamente associada a caracteristicas fenotipicas bem definidas (Figura 6),
incluindo caracteristicas faciais distintas e malformacfées congénitas maiores
(Franceschi et al., 2019). Entre as caracteristicas faciais, observa-se a presenca
de olhos obliquos, queixo pequeno, rosto redondo, ponte nasal plana, manchas
de Brushfield na iris, orelhas externas anormais e nariz achatado (Cornejo et al.,
2017).

Com a trissomia do 21 existente em todas as células, ndo é surpreendente
descobrir que todos os sistemas sdo afetados de alguma forma. No entanto, nem
todo individuo com SD tem os mesmos problemas ou condi¢cdes associadas,
havendo uma variabilidade na maneira como a condi¢céo afeta as pessoas com
SD (Asim et al., 2015), e isso pode tornar o diagnéstico desafiador em casos de
bebés prematuros, algumas pessoas mais velhas, certos grupos étnicos e com

mosaicismo cromossémico (Gupta; Kabra, 2014).
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Nesses casos em especial, as investigacoes citogenéticas para trissomia do
21 sdo essenciais para a confirmacéo do diagnaostico clinico (Chandra et al., 2010).
Clinicamente, ndo ha diferencas entre individuos com trissomia livre e translocagéo
Robertsoniana. No entanto, os individuos com SD com cari6tipo em mosaicismo
podem apresentar um fenotipo menos expressivo, dependendo da extensdo e
distribuicdo tecidual da linhagem celular normal (Figura 7) (Gupta; Kabra, 2014;

Papavassiliou et al., 2015).

Figura 6 — Caracteristicas comuns presentes em pessoas com SD.

Fonte: Adaptado de Gupta e Kabra (2014).
Legenda: a) Crianca apresentando face plana com olhos amendoados, aparéncia de boca aberta e
lingua protusa; b) mao com dedos curtos e clinodactilia (seta sélida); c) espaco extra entre o halux
e 0 segundo dedo do pé (seta pontilhada); d) vinco simio (cabeca de seta).

Figura 7 — Variabilidade no fenétipo de pessoas com mosaicismo para trissomia 21.

Fonte: Papavassiliou et al. (2015).
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O fendtipo da SD envolve manifestacbes que afetam multiplos sistemas,
especialmente os sistemas musculoesquelético, cardiovascular e neuroldgico.
Devido a isso, individuos com SD geralmente apresentam baixa estatura, hipotonia
muscular, instabilidade atlantoaxial, densidade neuronal reduzida, hipoplasia
cerebelar, deficiéncia intelectual e defeitos cardiacos congénitos (particularmente
defeitos do septo atrioventricular) (Antonarakis et al., 2020). Além disso, nesses
individuos, os disturbios enddécrinos, como disfuncao da tireoide, baixa densidade
0ssea, diabetes, baixa estatura, infertilidade e propensao a sobrepeso/obesidade
sao muito mais comuns que na populacdo em geral (Whooten et al., 2018).

Entre as anormalidades enddcrinas, as disfuncdes tireoidianas sdo uma das
anormalidades mais comuns que coexistem em crian¢as com SD e foram relatadas
em até 28% a 40% dos individuos, com frequéncia aumentando com a idade em
até 54% (Szeliga et al., 2022). O espectro de disfuncéo tireoidiana em individuos
com SD inclui hipotireoidismo congénito (TSH plasmatico elevado no periodo
neonatal), hipotireoidismo subclinico (TSH plasmético elevado com T4 plasmatico
normal no diagndstico), hipotireoidismo evidente (TSH plasmatico elevado e T4
plasmatico baixo a qualquer momento) e hipertireoidismo (TSH plasmético baixo
com nivel T4 alto) (Pierce; Lafranchi; Pinter, 2017; Mulu; Fantahun, 2022). Desses,
o hipotireoidismo subclinico (HS) é a apresentacdo mais frequente em criancas com
SD (Szeliga et al., 2022).

De acordo com Turemen et al. (2011), pacientes com HS apresentam
inflamacédo crénica de baixo grau devido a tireoidite autoimune. Em relacdo as

doencas autoimunes da tireoide, a tireoidite de Hashimoto (TH) é mais comum que

a doenca de Graves (Amr, 2018; Mulu; Fantahun, 2022).

2.1.4 Desordens imunoldgicas e/ou inflamatérias crénicas na SD

A inflamagdo crbénica € definida pela persisténcia de processos
inflamatorios além de sua funcao fisiologica, resultando na destruicéo tecidual. Ela
esta implicada na progressao de muitas doencas crbnicas, desempenhando um
papel central nas doencas inflamatodrias crénicas e autoimunes (Nasef; Mehta;
Ferguson, 2017). As DAIs ocorrem quando o sistema imunolégico ataca moléculas
préprias como resultado de uma quebra da tolerancia imunoldgica as células

imunes autorreativas. (Samuels et al., 2022).
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Apesar dos cuidados aprimorados para doencas cardiacas congénitas
tenham diminuido a mortalidade e a morbidade, as complicacdes relacionadas as
doencas imunomediadas continuam a limitar a expectativa de vida em pessoas
com SD, aumentando as taxas de infec¢Bes, malignidades hematoldgicas e
autoimunidade (Ferrari; Stagi, 2021). Dentre as sindromes genéticas conhecidas
atualmente, a SD representa a mais comumente associada a desregulacéo
imunoldgica (Cruz et al., 2009), e a extensdo dessa desregulacao na sindrome é
substancial, abrangendo os sistemas inato e adaptativo, alteragdes nas células T
e B, fendtipo anormal de mondcitos, quimiotaxia de neutrdfilos, citocinas
circulantes e respostas de anticorpos subétimas que contribuem para um fenétipo
com risco de aumento de infec¢gbes, piores resultados clinicos e inflamacédo
cronica (Huggard; Doherty; Molloy, 2020).

A populagdo com SD apresenta um risco geral de desenvolver DAIs de
aproximadamente quatro a seis vezes maior quando comparados com a
populacdo em geral (Ferrari; Stagi, 2021). Esses individuos apresentam
suscetibilidade a varias Doencas inflamatorias crénicas (DICs) e/ou DAIs, como
tireoidite de Hashimoto (TH), doenca de Graves (DG), diabetes mellitus tipo 1
(DM1), doenca celiaca (DC), alopecia, vitiligo e artrite idiopatica (Aversa et al.,
2018; Verstegen; Chang; Kusters, 2019).

Nos individuos com SD, o risco de desenvolver DC é aumentado de 6 a 10
vezes em comparacao com a populacao geral. Paraa DM1, ha um risco 3 a 4 vezes
maior, a qual ocorre com mais frequéncia em uma idade mais jovem para esses
individuos, com 17% diagnosticados na idade de 2 anos ou menos, em comparacao
com apenas 4% na mesma faixa etaria na populacdo em geral (Mortimer; Gillespie,
2020; Ferrari; Stagi, 2021). A alopecia areata (AA) afeta até 8,9% desses
individuos, e esta relacionada a presenca de doenca da tireoide (Verstegen; Chang;
Kusters, 2019).

Em relacdo as doencas autoimunes da tireoide (DAITs), a TH apresenta
prevaléncia de 13 a 34% versus 1,3% em individuos saudaveis, seguida pela DG,
com prevaléncia seis vezes maior que a populacao pediatrica geral. Curiosamente,
ambas se iniciam em idade mais jovem e ndo apresentam as caracteristicas bem
estabelecidas em doencgas autoimunes, como prevaléncia no sexo feminino e

historia familiar positiva (Aversa et al., 2018). Outra questao diferente € a deteccao
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precoce de autoanticorpos tireoidianos. De acordo com Amr (2018), muitos autores
afirmam que o hipotireoidismo autoimune geralmente é diagnosticado apés os 8
anos de idade, porém ele pode ser detectado em idades mais jovens também.

Além das DAIs, jovens com SD apresentam taxas mais altas de sobrepeso
e obesidade comparados aos jovens sem SD. A prevaléncia combinada de
sobrepeso e obesidade variou entre 23-70% em individuos com SD (sobrepeso:
13.3-52.9%; obesidade: 0-62.5%) (Bertapelli et al., 2016). A obesidade € uma
condi¢cdo inflamatéria na qual o sistema imune inato € cronicamente ativado
(Frasca; Blomberg, 2017). Ha& evidéncias crescentes de estudos clinicos e
experimentais indicando a associacado da obesidade visceral com um estado pro-
inflamatorio, além disso, foi relatado que pessoas obesas com SD sofrem de
inflamac&o sistémica de baixo grau (Fructuoso et al., 2018).

A maioria das caracteristicas da SD esta relacionada a superexpressao dos
genes localizados no cromossomo 21, especialmente aqueles da Regido Critica da
SD (RCSD) (Figura 8), resultando em intera¢ces desequilibradas com outros genes
(Asim et al, 2015). Para o cromossomo 21 humano, a versdo atual do
GENCODE/ENSEMBL (GENCODE verséo 32) lista 233 genes codificadores de
proteinas, 423 genes ndo codificadores de proteinas e 188 pseudogenes. E
importante ressaltar que 48% do cromossomo 21 ndo foi anotado, e que a maior
parte dessa porcentagem contém elementos repetitivos (como é o caso de todos
0s cromossomos humanos) (Antonarakis et al., 2020). Entre as proteinas
conhecidas por serem codificadas pelo cromossomo 21 humano, 23 proteinas
estdo envolvidas na transducado de sinal e 31 proteinas séo fatores de transcricao
que podem influenciar a expressao de outros genes no genoma (Antonarakis,
2016).

Compreender como a triplicacdo desses 233 genes no cromossomo 21 afeta
o0 sistema imune é essencial para permitir a selecdo racional e o desenvolvimento
de terapias para mitigar especificamente a autoimunidade associada a SD. Além
disso, esse conhecimento pode avancar nossa compreensdo de como 0S
mecanismos relacionados promovem a autoimunidade na populacdo em geral
(Lambert et al., 2022).
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Figura 8 — Regido critica da sindrome de Down (DSCR) no cromossomo 21.

Regiao critica da SD
(RCSD)

Fonte: Adaptado de Mortimer e Gillespie (2020).

2.2 Genes de suscetibilidade candidatos a doenc¢as autoimunes e/ou inflamatorias
cronicas

Varias alteracdes nos componentes da resposta imune inata e adaptativa
tém sido consideradas como possiveis candidatas para explicar a predisposi¢ao
observada de pacientes com SD a DAls (Ferrari; Stagi, 2021). A disfuncdo do
sistema imunoldgico na SD tem sido atribuida a diminuigcdo do nimero de linfocitos
B, modificacBes nos subconjuntos de células T, bem como altera¢cdes nos niveis de
citocinas anti e pro-inflamatorias (Zaki et al., 2016). Embora os mecanismos exatos
das DAls ainda sejam indefinidos, fatores genéticos também desempenham um
papel importante na patogénese (Lee et al., 2020).

Estudos envolvendo genes importantes na regulacdo do sistema
imunologico, como o Cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-4 (CTLA-4), o
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22 gene (PTPN22) e o Vitamin D
Receptor (VDR), mostraram que variantes de nucleotideo Unico (SNVs), que
resultam em alteracdes das atividades desses genes estao envolvidos na regulacao
imune para conferir suscetibilidade para uma variedade de DAIs na populagdo em
geral, como DM1, DAIT e Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (Santos et al., 2018;
Frommer; Kahaly, 2021; Gootjes et al., 2022; Meza-Meza et al., 2022).

Além disso, também ha estudos que investigaram a associacdo desses

genes com DAIs/DICs em individuos que apresentam sindromes genéticas, como
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sindrome de Turner (ST) (Bianco et al., 2010; Santos et al., 2018; Santos et al.,
2020). No entanto, apesar dos individuos com SD apresentarem uma alta
propensdo a essa categoria de doencas, ainda ndo ha na literatura estudos que
avaliem a expressdo dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 em individuos com a
sindrome, impossibilitando a avaliacdo do perfil de expressao desses genes e sua

associacao ao desenvolvimento de desordens autoimunes e inflamatérias.

2.2.1 Gene CTLA-4

O CTLA-4 € um receptor inibitorio, codificado pelo gene CTLA-4, pertencente
a subfamilia das imunoglobulinas CD28 e expresso principalmente por células
T. Seus ligantes, CD80 e CD86, sdo tipicamente encontrados na superficie das
células apresentadoras de antigenos (APCs) e podem ligar-se a CD28 ou CTLA-4,
resultando em uma resposta coestimulatoria ou coinibitoria, respectivamente (Van
Coillie et al., 2020). O CTLA-4 compete com o CD28 pela ligacdo do CD80/CD86

nas APCs para limitar a ativacdo das células T (Figura 9) (Verma et al., 2017).

Figura 9 — InteragBes entre CD28, CTLA-4 e seus ligantes naturais.
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Fonte: Adaptado de Verma et al. (2017).

Nota: llustragcdo mostrando a sinapse imunologica entre uma célula T que expressa CTLA-4 ou uma
célula T reguladora (Treg) e uma APC que expressa CD80 e CD86. A afinidade das interacdes é
representada da direita para a esquerda com a menor interagdo CD86-CD28 a esquerda e a maior
CD80-CTLA-4 a direita.
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O gene CTLA-4, também conhecido como CD152, esta localizado junto com
0 CD28 no cromossomo 2 (2g33) e € composto por quatro éxons, que codificam
223 aminoacidos (Figura 10) (Mitsuiki et al., 2018). O éxon 1 codifica um peptideo
lider, o éxon 2 um dominio de ligacdo ao ligante extracelular, o éxon 3 uma regido
transmembranar e o éxon 4 uma cauda citoplasmatica contendo um motivo YVKM
(Hosseini et al., 2020) (Figura 11).

Figura 10 — Localizacao do gene CTLA-4 no cromossomo 2.
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Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2009).

Figura 11 — Estrutura do gene CTLA-4.

Posicio do aminoacido

1 37 153 190
exon | exon 2 exon 3 exon 4
Peptideo sinal Dominio de ligagio a CD80/CDS6 e dimerizagio Dominio transmenbranar Cauda citoplasmatica

Fonte: Adaptado de Mitsuiki et al. (2018).

7z

A regido extracelular € caracterizada por um unico dominio V-like de
imunoglobulina e contém um motivo MYPPPY, que é critico para a ligagcdo a CD80
e CD86, e o local de dimerizagéo (Mitsuiki et al., 2018). O CTLA-4 se liga a seus
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ligantes na membrana plasmatica e subsequentemente os internaliza por
endocitose (devido a presenca do motivo 'YVKM' em sua cauda citoplasmatica)
resultando na remocé&o desses ligantes da APC, tornando-a incapaz de estimular
células T por meio de CD28 (Verma et al., 2017).

As isoformas resultantes do splicing alternativo do CTLA-4 estdo ainda mais
ligadas a autoimunidade. Ha quatro formas de splicing alternativo de CTLA-4
descritas, estando trés delas presentes em humanos (Figura 12), essas séo: a
proteina CTLA-4 (fICTLA-4) de comprimento completo que é codificada por todos
0S quatro éxons, a isoforma soltuvel (sSCTLA-4) sem 0 é€xon 3 e uma que consiste
no éxon 1 e 4 (1/4CTLA-4) (Hosseini et al., 2020). Em células de camundongos,
uma forma independente de ligante, sem o éxon 2, (liCTLA-4) pode ser detectada
(Lingel; Brunner-Weinzierl, 2019).

A sCTLA-4 induz a funcao de células Treg, e a perda dela prejudica a funcéo
dessas células. Além disso, ela protege contra DM1 e a expressao reduzida dela
acelerou o aparecimento de diabetes autoimune (Gerold et al., 2011). Enquanto a
isoforma 1/4CTLA-4 pode aumentar a ativagdo das células T, promovendo assim a
autoimunidade, a liICTLA-4 é capaz de inibir as respostas das células T e sua
expressdo pode, portanto, proteger contra o aparecimento de DAls (Lingel;
Brunner-Weinzierl, 2019).

Figura 12 — Isoformas da proteina CTLA-4.
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Fonte: Adaptado de Valk et al. (2008).
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O CTLA-4 é um regulador imunoldgico negativo da ativacdo das células T,
desempenhando um papel importante na tolerancia periférica e na prevencao de
doencas autoimunes pela inibicdo da ativacao das células T (Mitsuiki et al., 2018).
Mutacbes no gene CTLA-4 em humanos influenciam a sua expressédo e podem
levar ao desenvolvimento de DAIs, como DM1, DAIT, artrite, psoriase, vitiligo, LES
(Verma et al., 2017; Gootjes et al., 2022).

Reducdes na expressdo do mRNA do CTLA-4 foram associadas a presenca
de hipotireoidismo autoimune (Kucharska et al., 2009; Patel et al. 2016). E baixos
niveis de mRNA de CTLA-4 foram observados nas células Treg de criancas com
diabetes em comparacao com os controles saudaveis (Luczynski et al., 2009). De
acordo com os autores, a expressao diminuida do CTLA-4 e de outros elementos
importantes na funcdo das Treg pode ser o resultado de um desequilibrio
imunologico que acompanha o inicio do diabetes. Em pacientes com vitiligo, Gouda
et al. (2021) relataram que os niveis relativos de expressdo de CTLA-4 foram
comparaveis aos dos controles saudaveis. Mas ao comparar 0s niveis de
expressdo em pacientes com genotipos diferentes, os portadores de G/G do
polimorfismo rs231775 (c.49A>G) exibiram um perfil de expressao
significativamente menor do que os outros genotipos (p=0,007), mostrando que a

expressao génica estava associada a essa variante.

2.2.2 Gene VDR

O gene VDR humano esta localizado no cromossomo 12 (12q13.1) (Figura
13) e é composto por oito éxons codificadores, os quais codificam o receptor de
vitamina D (VDR), pertencente a superfamilia de receptores nucleares de
esteroides/hormdnios tireoidianos presentes no citoplasma e no nucleo (Zenata;
Vrzal, 2017; Christakos et al., 2016). O VDR funcional foi identificado em quase
todas as células imunes, incluindo APCs e linfécitos T, fornecendo assim uma
evidéncia indireta da agédo da vitamina D (Vit D) no sistema imunoldgico. Além
disso, células imunes — especialmente APCs (macrofagos ativados e células
dendriticas) — expressam a enzima 1a-hidroxilase que converte o precursor 25-
hidroxivitamina D3 (25-OHD3) em 1,25-(0OH)2D3, de modo que os microambientes
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imunologicos sédo capazes de ativar e responder a vitamina D (Harrison et al., 2019;
Infante et al., 2019).

Figura 13 — Localizacdo do gene VDR no cromossomo 12.
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Fonte: Adaptado de Tamasauskiene et al. (2021).

A Vit D é produzida principalmente pela pele (cerca de 80%) na forma de
colecalciferol, quando a pele € exposta a luz ultravioleta B, e 0os 20% restantes sao
obtidos da dieta como ergocalciferol ou como colecalciferol (Christakos et al., 2016).
No sangue, o colecalciferol e o ergocalciferol ligam-se a proteina de ligacéo a Vit D
(VDBP) para serem transportados para o figado, onde sédo convertidos em 25(0OH)D
ou calcidiol (principal forma circulante de Vit D, cuja concentragdo no soro tem
servido como um dos biomarcadores mais confiaveis do status da Vit D), que entéao
se liga a VDBP para ser transportado para o rim, onde é convertida em calcitriol
(Ballesteros et al., 2020).

O calcitriol (1,25(0OH)2D3) é a forma funcional e hormonalmente ativa da Vit
D, sendo responsavel pela maioria das acbes biolégicas dela, as quais sao
mediadas pelo VDR. O VDR funciona como um heterodimero obrigatério com o
receptor do retinoide X (RXR) para ativacéo de genes alvo da Vit D (Christakos et
al., 2016). Depois que o calcitriol entra nas células-alvo e se liga ao VDR, o
complexo VDR-calcitriol no citosol € translocado para o nucleo, onde se liga ao
RXR para formar um heterodimero e regular a expressao de genes-alvo da Vit D
por meio de sua ligacdo ao elemento de resposta a Vit D (VDRE,; sequéncia
nucleotidica curta com repeticdes diretas, evertidas ou invertidas) encontrado em
suas regides reguladoras (Figura 14) (Zenata; Vrzal, 2017; Ruiz-Ballesteros et al.,
2020).
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Figura 14 — Mecanismo gendmico de acado da Vit D envolvido na regulacdo da expressdo génica.
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Fonte: Adaptado de Ruiz-Ballesteros et al. (2020).

O VDR é expresso por muitas células do sistema imunologico e os efeitos
resultantes incluem a modulagdo do fenétipo das células T para suprimir as células
T pro-inflamatérias Thl e Thl7 CD4+ e promover a regulacdo tolerogénica
(Harrison et al., 2019). Polimorfismos no gene VDR podem levar a alteracdes na
expressao génica e na sua funcéo, podendo assim modular os niveis e a acao da
Vit D e influenciar o risco de distlrbios autoimunes (Altieri et al., 2017; Ruiz-
Ballesteros et al., 2020). Existem quatro polimorfismos do VDR bem conhecidos
(Figura 15) que foram amplamente estudados por seu papel potencial na
autoimunidade (Apa |, Bsm |, Taq | e Fok I) e todos eles foram associados ao risco
de desenvolver uma DAI, podendo atuar como fator protetor ou de risco (Dankers
et al., 2017).

Figura 15. Estrutura da regido genémica do gene VDR.

Regi¢do promotora Regiéo codificadora UTR

[ |
v Vv J’

FoklI Bsml Apal Taql
152228570 rs1544410 rs7975232 rs731236

Fonte: Adaptado de Triantos et al. (2018).
Legenda: As caixas pretas demonstram o0s éxons e as setas indicam as localiza¢des aproximadas
dos polimorfismos.
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A Vit D demonstrou desempenhar um papel significativo na funcdo do
sistema imunologico, melhorando o sistema imune inato e regulando o adaptativo
de uma forma que parece promover a tolerancia imunoldgica e atuando para
diminuir a probabilidade de desenvolver DAIs (Rosen et al.,, 2016). Estudos
recentes relataram uma associacdo significativa entre deficiéncia de Vit D e
aumento da incidéncia ou agravamento de doencas infecciosas e doencas
autoimunes inflamatérias, como DAITs, LES, artrite reumatoide (AR), esclerose
multipla (EM) e diabetes mellitus tipo 1 (Ruiz-Ballesteros et al., 2020; Ao; Kikuta;
Ishii, 2021).

Como a Vit D desempenha um papel importante como imunomodulador nas
respostas imunes através do VDR, o nivel de expressao do gene VDR tem sido
avaliado em contextos autoimunes e mostrou associacdes significativas com DAISs,
como Esclerose mudltipla (EM), LES e Artrite Reumatoide (AR) (Cavalcanti et al.,
2016; Sadeghi et al., 2017; Khalilian et al., 2021; Meza-Meza et al., 2022)

O VDR desempenhou um papel importante na limitacdo do fendtipo
inflamatério em um modelo de AR em camundongos. Os efeitos da auséncia do
VDR foram investigados em camundongos transgénicos de TNF humano, um
modelo de rato com artrite inflamatoria, por cruzamento com camundongos
deficientes em VDR. O estudo revelou que a auséncia de sinalizacdo VDR causa
um fendtipo pro-inflamatério de mondcitos associado ao aumento da inflamacéo,

danos a cartilagem e eroséo 6ssea (Zwerina et al., 2011).

2.2.3 Gene PTPN22

O gene PTPN22 esta localizado no cromossomo 1 (1pl13) (Figura 16) e
codifica uma proteina tirosina fosfatase de 110 kDa conhecida como Lyp (lymphoid-
specific phosphatase), também chamada de PTPN22 em humanos (Abbasifard et al.,
2020; Tizaoui et al., 2021). Lyp € expressa em leucocitos e atua como um regulador
negativo da sinalizacédo do receptor de células T (TCR) e do receptor de células B
(BCR) (Armitage; Wallet; Mathews, 2021). Ela € importante na prevencdo da
ativacdo espontanea de células T, desenvolvimento e inativagdo de quinases

associadas a receptores de células T e seus substratos (Tizaoui et al., 2022).
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Figura 16 — Localizacao do gene PTPN22 no cromossomo 1 indicada pelo traco vermelho.
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Fonte: GeneCards, The Human Gene Database.

A proteina PTPN22 contém trés dominios, incluindo: um dominio catalitico
PTP N-terminal; uma regido interdominio; e um dominio C-terminal com quatro
regioes ricas em prolina que funcionam como motivos para interacdo com outras
proteinas (Figura 17) (Stanfor; Bottini. 2014).

Figura 17 — llustracdo dos dominios da proteina PTPN22 codificada pelo gene PTPN22.

Dominio C-terminal
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Fonte: Adaptado de Stanfor e Bottini (2014).

Em humanos, Lyp existe em trés formas de splicing designadas Lyp1, Lyp 2
e Lyp 3: Lypl, cujo comprimento total € de 807aa, € a mais abundante das 3
isoformas e tem sido objeto de todos os estudos funcionais até 0 momento; Lyp2 é
a variante de splicing mais curta e contém apenas o primeiro motivo P1 dentro do
N-terminal; enquanto Lyp3 tem uma delecdo de 28 aminoacidos entre P1 e P2. As
funcdes de Lyp2 e Lyp3 nao séo conhecidas. Lyp pode ser ligado a membrana por
meio de interacbes com outras proteinas, ou citosélico, mas a localizacao
subcelular das diferentes isoformas ainda néo foi relatada (Burn et al., 2011).

O gene PTPN22 é reconhecido como um dos riscos genéticos mais fortes
para promover o desenvolvimento de autoimunidade fora do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (Stanfor; Bottini, 2014). Polimorfismos nesse
gene foram identificados como fatores de risco para o desenvolvimento de
autoimunidade em humanos, como DM1, AR, LES, DAITs e vitiligo (Brownlie;
Zamoyska; Salmond, 2018; Abbasifard et al., 2020; Tizaoui et al., 2022). Devido ao
seu papel modulador em uma ampla variedade de vias de sinalizacdo, perturbacdes

na expressao de PTPN2 estdo associadas a diversos processos patogénicos,
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incluindo véarios distarbios autoimunes, como LES, DM1 e AR (Moore et al., 2009;
Machado-Contreras et al., 2016; Ramirez-Pérez et al., 2019; Roman-Fernandez et
al., 2022).

Em pacientes com LES, a expressdo relativado gene PTPN22 foi
correlacionada com a atividade da doenca, podendo ser incluida como um
marcador biolégico para monitorar essa atividade nesses pacientes (Machado-
Contreras et al., 2016; Roméan-Fernandez et al., 2022; Moneim et al., 2023). Na AR
foram relatadas, em diferentes coortes, expressdes reduzidas e aumentadas de
PTPN22, sendo essa ultima ainda maior em pacientes portadores do genétipo G/A
do polimorfismo PTPN22+788 G>A (rs33996649) quando comparado com
portadores de outros genétipos (Ramirez-Pérez et al. 2019; Abdelnaby et al. 2022).

A supressdo de PTPN2 sensibiliza as células B pancreéticas a apoptose
induzida por citocinas, amplificando a perda de células B sob condicbes
inflamatorias e contribuindo para DM1 (Moore et al., 2009). Recentemente, um
estudo revelou novas interacdes, tanto bioquimicas quanto estatisticas, entre
PTPN22 e UBASH3A (dois loci de risco independentes de DM1), que podem afetar
a funcdo das células T e aumentar o risco de DM1. O gene UBASHS3A esté
localizado no cromossomo 21 humano (21922.3), sendo expresso principalmente

em células T do sistema imunoldgico adaptativo (Newman et al., 2023).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil de expresséo dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 em individuos

com sindrome de Down.

3.2 Objetivos especificos

1. Mapear doengas enddcrinas no grupo de individuos com SD

2. Analisar se existe uma expressao diferencial dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22
em individuos com SD em comparac¢ao com um grupo controle saudavel;

3. Analisar se existe uma expressao diferencial dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22
em individuos com SD em relacdo a presenca de hipotireoidismo e aos niveis de

proteina C Reativa.



37

4  MATERIAL E METODOS
4.1 Selecao de individuos e achados clinicos

O estudo é do tipo transversal de carater analitico. Nesse estudo foram
analisados um total de 68 individuos com diagndéstico clinico e citogenético
confirmado para a SD, provenientes do Grupo Universitario de Reabilitacdo Infantil
(GURI) ou por meio de contato direito com responsaveis de pessoas com SD a
partir de um grupo, via o aplicativo Whatsapp, criado especificamente para esse
propoésito. O nimero amostral para esse trabalho comecou do zero como uma
iniciativa do grupo do LGCAH de formar um banco de amostras de individuos com
SD do estado de Pernambuco.

Para os ensaios de expressdo génica, dentre os 68 individuos cariotipados
foram selecionados 22 individuos para compor o grupo amostral SD para analise
da expressao génica, sendo 12 do sexo masculino e 10 do sexo feminino. Esses
individuos apresentavam uma média de idade de 10,9 anos + 1,6 (Mediana = 10,3
anos), variando de 8,6 anos a 14,1 anos. Para o grupo controle, foram selecionados
13 individuos saudaveis sem SD e sem historico relatado de DAIs e/ou DICs, sendo
10 do sexo masculino e 3 do sexo feminino. A média de idade do grupo controle foi
de 11,6 anos + 2,7 (Mediana = 12,3 anos), variando de 8 anos a 14,7 anos. Todos
os individuos desse estudo sdo oriundos do estado de Pernambuco (PE).

Os critérios de inclusdo foram: apresentar idades entre 8 a 14 anos e
confirmacéo citogenética da SD. Os critérios de exclusédo foram: presenca de sinais
clinicos sugestivos de infeccdo aguda, incluindo sintomas de resfriado, tosse ou
febre recentes ao momento da coleta de sangue.

Todos os individuos que participaram das andlises de expressdo génica
realizaram exames clinicos em laboratério especializado para avaliar os niveis
do(a): Horménio Tireoestimulante ultrassensivel (TSH) e T4 livre (Tiroxina Livre)
para deteccado de doenca da tireoide; Hemoglobina Glicada (HbAlc) e Glicose
Média Estimada (GME) para deteccéo de diabetes. Aléem disso, esses individuos
também foram avaliados quanto a dosagem da Proteina C Reativa Ultrassensivel
(PCR-us) e da 25(0OH)D.

Para o status de vitamina D, as faixas de referéncia para definicdo de
suficiéncia, insuficiéncia e deficiéncia de 25(0OH)D foram, respectivamente: 20 a
100 ng/mL; 12 a 20 ng/mL; <12 ng/mL, de acordo com a Pediatric Endocrine
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Society. Os valores de referéncia para a PCR-us foram: Baixo risco: <0,1mg/dL;
Médio risco: 0,1 a 0,2mg/dL; Alto risco: >0,2mg/dL; Muito alto risco: >1mg/dL e
Doencas inflamatoérias fase aguda: >=1mg/dL

A doenca da tireoide foi caracterizada seguindo os critérios a seguir:
hipotireoidismo subclinico (HS) para casos de TSH “alto” com T4 livre normal no
momento do diagnéstico ou sem medicacéo, e hipotireoidismo evidente (HE) para
casos de TSH “alto” com T4 livre baixo a qualquer momento, ambos os casos foram
identificados conforme indicado por um meédico endocrinologista por meio da
avaliacado do exame clinico.

A classificagdo de “alto” e “baixo” foi avaliada para intervalos laboratoriais
normais individuais de acordo com os valores de referéncia a seguir: 0,30 a 4,20
HUI/mL para TSH e 0,82 a 1,62 ng/dL para T4 livre. A diabetes mellitus foi definida
guando ambos os valores de referéncia laboratoriais para hemoglobina glicada e
glicose média estimada foram: igual ou superior a 6,5%; e a partir de 126 mg/dL,

respectivamente.

4.2 Coleta das amostras

A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada por meio de puncéo
venosa utilizando a metodologia de coleta de sangue a vacuo com tubos contendo
heparina e EDTA como anticoagulante, e foi coletado 8 mL de sangue de cada
individuo. Para os individuos do grupo controle foi coletado sangue periférico
apenas em tubo EDTA. Posteriormente, as amostras foram conduzidas para o
Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LGCAH), do
Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) onde
foram realizadas as culturas de linfécito para as andlises citogenéticas e 0s ensaios

de biologia molecular.

4.3 Cultura de linfocitos e Analise citogenética

As preparagdes cromossomicas foram obtidas a partir da cultura de linfocitos
do sangue periférico. Cerca de 20 metafases por individuo foram analisadas por
bandeamento G, e cerca de 30 metafases para individuos que apresentaram

mosaicismo cromossémico. A quantidade de células analisadas e a identificacéo e
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classificacdo dos cromossomos estdo de acordo com o Sistema Internacional para

Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN) de 2020.

4.4 Analise molecular
4.4.1 Ensaios de Expresséo Génica

Para avaliar os niveis de mMRNA dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 em
individuos SD (n=22) e no grupo controle (CT) (n=13), o RNA foi extraido dos
leucécitos totais das amostras de sangue periférico utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen, EUA). ApGs esta etapa, o RNA total foi armazenado em freezer —80 e,
posteriormente, foi quantificado no equipamento NanoDrop™, a partir da
espectrofotometria, para avaliar a concentracao total e pureza do RNA.

Para a sintese de cDNA, a concentracdo de RNA total foi padronizada em
500 ng em todas as reacdes usando o kit comercial Reverse Transcription High
Capacity (Thermo Fisher Scientific) seguindo as recomendacdes do fabricante.

Os ensaios de expressédo foram realizados com sondas fluorogénicas do tipo
Tagman® para 0s genes alvos CTLA-4 (Hs.00175480), VDR (Hs.01045843) e
PTPN22 (Hs.01587526) e o sistema SyBR Green para os genes enddgenos EF1A
(F - GAGGCTGCTGAGATGGGAAA e R - CGTTCACGCTCAGCTTTCAG) e
HPRT1 (F - ACAGGACTGAACGTCTTGCT e R - GAGCACACAGAGGGCTACAA).

Os ensaios foram realizados no equipamento ABI7500 (Applied biosystems),
disponivel no Laboratério de Biologia Molecular do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA) da UFPE e o método de analise foi por fator de normalizacao
para a quantificacdo relativa da expressdo génica. Os genes de referéncia
utilizados foram escolhidos apds testes com cinco genes candidatos (EF1A,
HPRT1, G6PD, GAPDH e BACT), em que os genes HPRT1 e EF1A se mostraram

mais estaveis segundo a plataforma geNorm.

4.4.2 Analise dos dados

Na analise da expressao génica foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para
avaliar se as amostras apresentavam distribuicdo normal. A analise estatistica para
as amostras nédo normalizadas (gene VDR) foi realizada utilizando o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney e para o grupo amostral com distribuicdo normal
(genes CTLA-4 e PTPN22) foi o utilizado o teste paramétrico T Student, ambos com
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nivel de significancia de 5% (p <0,05), a partir do programa R. Os graficos foram

gerados a partir do programa GraphPad.

4.5 Aspectos éticos da pesquisa
Este estudo foi desenhado de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos do Conselho Nacional
de Saude (CNS), em sua resolucdo n® 196 de 10 de outubro de 1996 e o projeto
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da
SaudeCCS/UFPE, N° 5.482.843 (Anexo A). Todos 0s responsaveis pelos
individuos envolvidos foram orientados sobre a proposta do estudo e assinaram,
quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
B). Os aspectos éticos da resolucao 466/12 do CNS foram respeitados seguindo os
seguintes parametros de acordo com o presente projeto:
a) Respeito ao participante
Sera respeitado o participante da pesquisa em sua dignidade e autonomia,
reconhecendo sua vulnerabilidade, assegurando sua vontade de contribuir e
permanecer, ou hdo, na pesquisa, por intermédio de manifestacao expressa, livre
e esclarecida.
b) Ponderacéo entre riscos e beneficios
O projeto se comprometera ao maximo em obter resultados promissores
para o beneficiamento da satde humana, evitando o méaximo de riscos possivel
durante a coleta.
c) Garantia de que danos previsiveis serdo evitados
Todos os cuidados serdo levados em conta para que diminua qualquer
risco a saude fisica do paciente
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5 RESULTADOS
5.1 Andlise citogenética

Todos os 68 individuos clinicamente diagnosticados com SD tiveram os
cariotipos confirmados pelo bandeamento G (Tabela 1). O cariétipo mais frequente
foi a trissomia livre do cromossomo 21, presente em 88,2% dos individuos, os
outros cariotipos apresentaram mosaicismo cromossémico (8,8%) e translocacéo
Robertsoniana (2,9%). Entre os cinco individuos com mosaicismo cromossoémico,
uma crianga do sexo feminino apresentou caridtipo com cinco linhagens celulares
diferentes e uma crianca do sexo masculino apresentou cariotipo com dupla
aneuploidia (sindrome de Down e Klinefelter). Em relacédo ao sexo, 55,9% eram do

sexo masculino e 44,1% do sexo feminino.

Tabela 1 — Caracterizacéo citogenética dos individuos com SD.

- Grupo
Cariotipos N (%) o
cariotipico (%)
47,XY,+21 32 (47,1)
88,2%
47,XX,+21 28 (41,2)
47,XY,+21/46,XY 3(4,4)
47 XX,+21/46,XX 1(1,5)
8,8%
47, XY,+21/47 XXY 1(1,5)
47 XX, +mar[13]/47,XX,+21[9]/48,XX,+2mar[3]/49,XX,+3mar[2]/46,XX[3] 1 (1,5)
46,XY,+21,der(21;22)(q10;910) 1(1,5) » 9%
, 9%
46,XY,+21,der(14;21)(q10;910) 1(1,5)
Total 68 (100) 100%

Fonte: A autora (2023)

5.2 Exames bioquimicos e achados clinicos

As doencas endocrinas foram diagnosticadas em metade dos individuos
(Tabela 2). O hipotireoidismo (doenca da tireoide) foi observado em 45,5% dos
individuos, sendo seis individuos do sexo feminino e quatro do sexo masculino. Em
719 (77,8%) pacientes com HS, as concentracdes séricas de TSH estavam entre
4,47 e 10,0 pUl/mL, enquanto em 2/9 (22,2%) casos o nivel de TSH estava acima
de 10 pUI/mL (Tabela 3).
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O individuo diagnosticado com diabetes mellitus € do sexo feminino, e os

valores de HbAlc e GME estéo disponiveis na tabela 3 (individuo 8).

Tabela 2 — Diagnéstico de doengas enddcrinas dos individuos com SD.

Clinicada SD N %

Sem doencas endécrinas identificadas 11 50
Doencas enddcrinas
DM 1 4,5

Doencas da tireoide

HS 9 40,9
HE 1 4,5
Total 22 100

Fonte: A autora (2023)
Legenda: HS, hipotireoidismo subclinico; HE, hipotireoidismo evidente; DM, diabetes mellitus.

Na tabela 3 esta disponivel os niveis séricos individuais de PCR-us, TSH, T4
livre, 25(OH)D, HbAlc e GME dos 22 individuos com SD. Em relacdo a dosagem
da PCR-us, 9/22 (40,9%) apresentaram alto risco para doencas inflamatérias de
fase aguda, com valores variando de 0,27 mg/dL a 0,95 mg/dL e média de 0,5
mg/dL £ 0,23.

Sobre a dosagem da 25(OH)D, todos os individuos apresentaram niveis
suficientes (Tabela 3). Para todo o grupo, os valores foram superiores a 20 ng/mL,
com valores variando de 20,8 ng/mL a 43,4 ng/mL e média de 29,8 ng/mL + 5,8.
Até o momento, foi possivel obter informacdes sobre a suplementacéo de Vit D de
16 individuos, e desses, apenas os individuos 9, 12 e 14 fazem suplementacéo e o

18 ja fez suplementacao.
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N Caribtipos PCR-us  TSH  T4livre 250H)D HbAlc GME
(mg/dL) (uUl/mL)  (ng/dL) (ng/mL) (%)  (mg/dL)
1 47.XY,421 0,05 6,46 1,04 343 5.0 103
2 47.XX.+21 0,02 2,95 1,11 231 530 104
3 47 XY 421 <0,02 4,14 1,23 341 550 110
4 47 XY,+21 0.08 2.1 1,59 214 54% 109
5 47.XX.+21 0,19 1,45 0,92 253 510 o9
6 47, XX.+21 0,02 5,31* 0,86 281 450 &2
7 47,XX,+21 0,63* 5,38 132 286 520 102
8 47,XX,+21 0,79 6,73 1.44 234 8o% 183
0 47,XX,+21 0,41 3,01 0,94 219 49% 95
47 XX,+mar/47 XX,+21/
10 48,XX,+2mar/49,XX,+3  <0,02 2,76 0,99 274  55% 111
mar/46,XX
11 47 XX,421 0,17 49,32 0,77+ 244 500 o7
12 47.XY 421 0,33* 3,11 1,16 282 530 104
13 47.XY 421 0,02 4 1,12 249 5004 o7
14 47xy,+21[48])/46xy  0.95* 3,61 1,56 31 5,0% 96
15 47 XX,421 0,55* 4,47* 1,13 386 5606 114
16 47.XY 421 0,27+ 2,97 1,14 312 58y 119
17 47.XY 421 0,15 16,96* 1,04 267 a0 86
18 47.XY 421 0,15 2,76 1,37 34 e 86
19 47.XY 421 0,19 11,65 1,44 362 56y 115
20 47 XY, +21/47 XXY 0,28* 7,38 1,04 413 550 112
21 47.XY 421 0,11 4,18 1,21 208 520 102
22 47.XY 421 0,29* 9,35+ 0,97 294 560 115

Fonte: A autora (2023)
Legenda: * na Proteina C-reativa ultrassensivel
correspondentes a alto risco para doencas inflamatérias de fase aguda, e na coluna do Horménio
Tireoestimulante (TSH) e Tiroxina livre (T4) livre que o valor estava fora do intervalo de referéncia.

(PCR-us)

indica que os niveis foram
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5.3 Perfil de expresséo dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22

Por meio de ensaios de expressao génica, comparamos 0s niveis de mRNA
dos genes CTLA-4, PTPN22 e VDR de individuos com SD (n=22) e CT (n=13)
(Figura 18). Em relacdo aos niveis de mRNA, observamos diferenca
estatisticamente significativa quanto ao gene CTLA-4 (p=0,0014) e ao VDR
(p=0,0096), porém nao em relacdo ao gene PTPN22 (p=0,8007). O gene CTLA-4
apresentou uma regulagéo negativa de -1,71 vezes no grupo SD em comparacao
ao CT, enquanto o VDR e o PTPN22 apresentaram regulacao positiva de 1,86

vezes e 1,30, respectivamente.

Figura 18 — Expresséo dos genes CTLA-4, PTPN22 e VDR em individuos com SD vs CT.

A. B.
CTLA4 PTPN22
2 . 2.0
1- o 1.5—
5 D
5§ 07 <
RS S 1.0-
(3] g :
3 17 s
n 0.5-
2
3 | | 0.0 C|T
SD CT
C. VDR
3_
$ 2-
c
1]
.= *
o
s 1
2 1-
0- T

SD CT

Fonte: A autora (2023)
Legenda: O asterisco (*) indica que o valor-p foi estatisticamente significativo (p<0.05).
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5.4 Perfil de expressao dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 em relac&o a presenca
de hipotireoidismo e a dosagem da PCR-us

Ao analisar a expresséo génica estratificando a amostra SD (n=22) com base

no diagndstico de hipotireoidismo, ou seja, um grupo caso de individuos com

hipotireoidismo (n=10) e um grupo controle sem hipotireoidismo (n=12), nao foi

observada diferenca significativa na expressdo de nenhum dos trés genes

avaliados (Figura 19).

Figura 19 — Expressao dos genes CTLA-4, PTPN22 e VDR em individuos com SD e
hipotireoidismo vs individuos com SD sem hipotireoidismo.
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Fonte: A autora (2023)
Nota: Sem diferencas estatisticas significativas.

Outra analise que avaliamos, por meio da estratificacdo do grupo SD (n=22),
foi a expresséo génica entre individuos com niveis da PCR-us referente a alto risco
para desenvolvimento de doencas inflamatorias de fase aguda (n=9) e individuos
com dosagem da PCR-us de médio a baixo risco (de acordo com os valores de
referéncia) (n=13), e novamente ndo observamos diferenca significativa na

expressao génica de nenhum dos trés genes avaliados (Figura 20).
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Figura 20 — Expresséo dos genes CTLA-4, PTPN22 e VDR em individuos com SD e dosagem da
PCR-us para alto risco vs individuos com SD e dosagem da PCR-us para baixo a médio risco de

desenvolvimento de doengas inflamatdrias de fase aguda.
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Fonte: A autora (2023)
Nota: Sem diferencas estatisticas significativas.
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6 DISCUSSAO

Na maioria dos casos de SD, mais de 95% dos individuos possuem cariétipo
com trissomia livre do 21, enquanto em uma frequéncia menor encontra-se casos
de translocacdes Robertsonianas (~5%) e mosaicismo cromossomico (~2%) (Vicic¢
et al., 2017; Jaiswal et al., 2021). Em nossos resultados, a trissomia livre também
estava presente na maior parte dos casos (88,2%). Contudo, encontramos uma
frequéncia de mosaicismo cromossdmico em nosso estudo (8,8%) maior do que
geralmente é relatada, enquanto a da translocagdo Robertsoniana foi menor.

Esses achados séo congruentes com os relatados por Chandra et al. (2010),
em um estudo envolvendo 1.020 individuos com SD, no qual, 83,8% dos cari6tipos
apresentaram trissomia livre, 10,8% moisaicismo cromossomico e 5%
translocagdes Robertsonianas. Com base nisso, pode-se inferir que diferencas na
frequéncia dessas duas formas classicas, menos predominantes da SD, podem néo
estar necessariamente relacionadas ao tamanho da amostra.

Cerca de 25% dos casos de translocacdo Robertsoniana na SD sao de
origem familiar, enquanto o resto surge de novo. Contudo, nos dois casos aqui
descritos ainda nao foi possivel realizar o cariétipo dos pais para definicdo da
origem dessa alteracdo cromossémica. Os casos de rob(14;21) e rob(21;21) sédo as
formas mais comuns (Shaw et al., 2008; Morris et al. 2012; Wilch; Morton, 2018).
Casos de rob(21;22), como o encontrado nesse estudo, sdo muito raros e ha um
namero pequeno descrito na literatura. Morris et al. (2012) relataram apenas 5% de
casos de rob(21;22) dentre as 441 translocacfes Robertsonianas encontradas, no
periodo de 1989 e 2009 na Inglaterra e no Pais de Gales, incluidos no National
Down Syndrome Cytogenetic Register.

No presente estudo, 455% (n=10/22) dos individuos avaliados
apresentaram hipotireoidismo, sendo seis do sexo feminino e quatro do masculino.
Em uma analise retrospectiva de registros conduzidos por Pierce, Lafranchi e Pinter
(2017), foi observado que a ocorréncia da doenga da tireoide na SD era mais
comum e se manifestava em uma idade mais precoce do que na populacdo em
geral, além de ser frequentemente transitdria e ndo relacionada ao sexo, obesidade
ou outras comorbidades.

A prevaléncia de HS em criancas com SD é maior do que na populacéo
pediatrica saudavel em geral, com frequéncia relatada de até 81,8% (Szeliga et al.,
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2022). Esse dado esta de acordo com nossos resultados, visto que o HS foi o
distarbio da tireoide mais prevalente, presente em 40,9% dos individuos com SD.
De acordo com a literatura, grande parte do HS na SD né&o esta relacionado a
autoimunidade (Pierce; Lafranchi; Pinter, 2017; Pepe et al., 2020; Szeliga et al.,
2022). No entanto, em nosso estudo, nao foi possivel avaliar se o0 HS presente nos
individuos era autoimune, visto que a maior parte dos individuos ndo possuiam um
prontuario médico e a realizacdo de exames para anticorpos antitireoidianos ndo
teve como ser realizada até o momento.

A Proteina C Reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda e sua
concentracdo plasmatica aumenta durante condi¢cdes inflamatdrias, como em
resposta a lesdo ou em doencas inflamatdrias crbnicas, incluindo doencas
cardiovasculares e autoimunes (Yao; Zhang; Wu, 2019). Ao comparar a expressao
dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 e os niveis da PCR-us, ndo observamos uma
diferenca significativa em nenhum dos trés genes. A mesma comparagcao entre
individuos SD com e sem hipotireoidismo também n&o revelou diferenca
significativa na expressao dos genes.

Até o momento, poucos ensaios foram realizados envolvendo genes ligados
a imunidade inata e adaptativa em individuos com SD, embora a resposta imune
seja desregulada neles (Ferrari; Stagi, 2021; Faizi et al., 2023a; Faizi et al.,
2023b). Na literatura existem estudos sobre ensaios de expressdo dos genes
CTLA-4, VDR e PTPN22 na populagdo em geral. Porém, até agora, s6 ha dois
estudos envolvendo polimorfismos dos genes CTLA-4 e PTPN22 em individuos SD
(Faizi et al., 2023a; Faizi et al., 2023b). Portanto, este é o primeiro trabalho que
investigou o perfil de expressao desses genes em individuos com SD.

Com relacdo a expressdo dos genes CTLA-4, VDR e PTPN22 entre
individuos com SD (n=22) e individuos controles (n=13), os genes CTLA-4
(p=0,0014) e VDR (p=0,0096) foram diferencialmente expressos nos individuos
com SD, mas o PTPN22 (p=0,8007) n&o.

Reducdes mais sutis na expressdo ou funcdo do gene CTLA-4 podem
determinar a suscetibilidade a doencgas autoimunes comuns, visto que o CTLA-4 é
um importante regulador negativo da resposta imune mediada por células T e a
expressdo e a funcéo biologica dele sdo importantes para a regulacédo negativa
dessas células (Anjos et al., 2002; Hosseini et al., 2020). Em nosso estudo, o CTLA-
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4 foi 1,71 vezes (p=0,0014) menos expresso nos individuos com SD do que nos
controles. Com esse resultado, pode-se presumir que a regulacdo negativa do
CTLA-4 possivelmente contribui para o desequilibrio imunolégico frequentemente
relatado na sindrome.

Niveis de mRNA significativamente baixos foram relatados em pacientes
com hipotireoidismo autoimune em comparacdo com os controles (Patel et al.,
2016). Segundo os autores, a regulacéo negativa foi influenciada por polimorfismos
+49A/G e 3' UTR CT60A/G do gene CTLA4, sugerindo que variantes genéticas
podem levar a desregulacdo das expressdes de CTLA-4 em pacientes com
hipotireoidismo autoimune e apoiam a patogénese autoimune da doenca.

Por outro lado, Zahiri et al. (2022) relataram expressao de CTLA-4 nas
células T significativamente maiores em pacientes com LUpus Eritematoso
Sistémico (LES) do que nos controles saudaveis (P<0,0001). Porém, em outro
trabalho similar, foi demonstrado que a capacidade do CTLA-4 de regular a
sinalizacao e proliferacdo de células T lupicas foi prejudicada, sendo esse defeito
associado a exclusdo de CTLA-4 dos microdominios lipidicos, o que poderia
explicar a sua perda de funcao nas células T de pacientes com LES (Jury et al.,
2010).

O status de Vit D é definido de acordo com a concentracdo sérica de
25(OH)D (25-hidroxivitamina D) (Stagi et al., 2015). Por meio da avaliagdo dos
niveis de 25(OH)D, nossos resultados mostraram que a suficiéncia de Vit D estava
presente em todos os individuos avaliados, com uma média de 29,8 + 5,8 ng/mL.
Até onde sabemos, esse resultado € o primeiro, se ndo o Unico a relatar suficiéncia
de vitamina D em todos os individuos com SD. Hisbiyah et al. (2022) relataram que
a suficiéncia de Vit D foi mais prevalente do que a insuficiéncia em criangas
indonésias com SD, com nivel médio de 36,85 + 20,322 ng/mL. No entanto, a
suficiéncia estava presente em apenas 53,1% da amostra desse estudo.

Os estudos que avaliaram os niveis de Vit D em individuos com SD sé&o
poucos, e a grande parte deles relataram que a maioria dos individuos nao
apresentam suficiéncia de Vit D (Stagi et al., 2015; Zubillaga et al., 2015; ElI-Hawary
et al., 2019). A deficiéncia de Vit D mais evidente na SD foi publicada por Stagi et
al. (2015), em que o nivel médio de Vit D observado foi de 14,34 + 8,31 ng/mL, e

apenas dois (6,5%) dos 31 pacientes avaliados apresentaram niveis suficientes.
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Além disso, os autores também observaram diferencas estatisticas significativas
entre individuos com SD com peso normal e aqueles que eram obesos (P<0,05) e
individuos com SD sem e com (P<0,005) histérico de doencgas autoimunes.

E importante ressaltar que os estudos sobre insuficiéncia de Vit D relatados
acima levaram em consideracdo o valor de referéncia suficiente como acima de 30
ng/mL, enquanto nesse estudo, os valores de referéncia considerados suficientes
foram acima de 20 ng/mL. Caso o valor suficiente fosse 30 ng/mL, 63,6% (14/22)
dos individuos SD da nossa amostra estariam com niveis insuficientes. Esse valor
de referéncia esta de acordo com a mudanca publicada pela Sociedade Brasileira
de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) e da Sociedade Brasileira
de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) em 2017, a qual alterou o valor de
referéncia da suficiéncia de Vit D de acima de 30 ng/mL para acima de 20 ng/mL
para a populacdo saudavel, enquanto que valores entre 30 e 60 ng/mL € o
recomendado para grupos de risco como: idosos, gestantes, pacientes com
osteomalacia, raquitismos, osteoporose, hiperparatireoidismo secundario, doencas
inflamatérias, doencas autoimunes, doenca renal crénica e sindromes de ma
absorcao (clinicas ou pos-cirurgicas) (Ferreira et al., 2017). Essa alteracéo esta de
acordo com o que foi definido pelo Consenso Global em 2016 (Munns et al., 2016).
Como nao confirmamos a presenca de doencas autoimunes em nossa amostra, foi
considerado o valor acima de 20 ng/mL.

Em relacdo a expresséo relativa do VDR nos individuos do presente estudo,
pdde-se observar que ele foi significativamente mais expresso 1,86 vezes
(p=0,0096) no grupo com SD no que no grupo controle. Diferente do observado
neste estudo, Santos et al. (2020) observaram uma regulacédo negativa de -2,84
vezes (p<0,001) do VDR em pacientes brasileiras com Sindrome de Turner (ST)
em comparacdo aos controles saudaveis, a qual pode contribuir para o
desequilibrio imunolégico na ST. Além disso, niveis reduzidos de mRNA do VDR
foram observados em pacientes brasileiros com AR com alta atividade da doencga
guando comparados a pacientes em remissao, sublinhando a importancia desse
gene no desenvolvimento da AR (Cavalcanti et al., 2016)

Estudos avaliando a expressdo do VDR em individuos sem SD e com
doencas autoimunes também relataram regulacédo positiva desse gene. Segundo

Meza-Meza et al. (2022) uma expressao 9,56 vezes maior foi observada em
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pacientes com LES em comparagdo com o grupo controle. Eles argumentaram que,
segundo Dankers et al. (2017), como o VDR é expresso em diferentes células do
sistema imunoldgico, sua expressdo aumentada em pacientes com LES poderia
ser um reflexo da hiperativacao do sistema imunolégico, bem como a presenca de
niveis elevados de calcitriol observados nesses pacientes, uma vez que o VDR é
um receptor dependente desse ligante. Na presenca de niveis elevados de
calcitriol, uma maior captacdo e processamento de autoantigenos poderia
favorecer a resposta imune autorreativa, portanto, o efeito benéfico da Vit D pode
ser obtido em doses moderadas (Hausler et al., 2019).

Em outro estudo, realizado por O’Neill et al. (2013) em uma populagéo sul-
africana, os autores avaliaram o efeito combinado da Vit D, etnia e gendtipo Fok |
na expressao e nas capacidades funcionais do VDR, e concluiram que a expressao
diferencial do VDR esta relacionada com a etnia, e ndo com o status de 25(0OH)Ds e
0 genotipo Fok I.

De acordo com Balta et al. (2018), a expressao do gene VDR no sangue total
foi significativamente maior em um grupo de criangas com TEA (Transtorno do
espectro autista) em comparagdo aos controles saudaveis (p<0,0001). Eles
sugeriram que as vias de sinalizacdo da Vit D e do VDR podem ser direta ou
indiretamente prejudicadas no TEA, e que o aumento da expressao do gene VDR
em pacientes com TEA pode estar de acordo com um aumento na resposta imune
inata nesses pacientes. O TEA é mais prevalente em individuos com SD do que na
populacdo em geral, afetando entre 2% e 10%, porém o diagnéstico de TEA na SD
€ subestimado, pois é necessario compreender quais aspectos do fendtipo
comportamental estédo relacionados a SD e quais estéo relacionados ao TEA (Diniz
et al., 2022).

Para Sadeghi et al. (2017), a interagdo entre os genes e a incerteza sobre
0S niveis de transcricdo e proteina aumentam a complexidade analitica. Por
exemplo, embora as pessoas que participaram do estudo tivessem niveis normais
de Vit D, o aumento na expressdo do VDR pode ser uma resposta ao
processamento defeituoso da Vit D. Outra possibilidade é que fatores como micro-
RNAs possam resultar na sua desativacdo, dessa forma um aumento no nivel de

expressdo do VDR pode ser visto como uma resposta compensatoria.
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Diante disso, embora os individuos com SD dese estudo tenham
apresentado niveis suficientes de Vit D, 0 aumento nos niveis de expressédo do VDR
pode estar relacionado a uma interacdo complexa envolvendo Varios
fatores. Sendo, portanto, necessario mais estudos em individuos com SD sobre 0
VDR e fatores que possam interagir com ele e seu produto génico a fim de fornecer
uma melhor compreenséo desse perfil de expresséao diferencial na sindrome.

Neste trabalho, os individuos com SD mostraram niveis de expressao de
MRNA do PTPN22 1,30 vezes maior que o do que o CT, porém essa expressao
nao diferiu significativamente (p=0,8007). Sendo assim, a expressao génica do
PTPN22 nao esteve relacionada com a sindrome no nosso grupo de estudo.

A expressdo de PTPN22 foi associada a doencas autoimunes. Niveis de
expressdo de mRNA de PTPN22 foram semelhantes em pacientes inativos com
LES e controles saudaveis, porém em pacientes com exacerbacdo grave a
expressao foi quase esgotada, sugerindo que Lyp (proteina codificada pelo gene
PTPN22) desempenha um importante papel regulador e sua auséncia contribui
para a resposta inflamatdria e atividade da doenga no LES (Machado-Contreras et
al., 2016). Em uma coorte de pacientes egipcios com AR foi observada uma
significativa expressao negativa de PTPN22 e positiva de CTLA-4 em comparacgao
aos controles saudaveis (P=0,0001 e P=0,005, respectivamente) (Abdelnaby et al.,
2022).

Uma das principais limitagdes do nosso estudo foi ndo poder avaliar as
expressbes dos genes em individuos SD com diagnéstico para doencas
autoimunes, impossibilitando assim observar se havia ou nado relacdo entre a
expressdo génica e a autoimunidade. Em raz&o de ser a primeira vez que se
observa uma relagéo entre a expresséo dos genes CTLA-4 e VDR e a sindrome de
Down, sdo necessarias mais pesquisas para garantir a precisao desses resultados.
Estudos futuros em outras coortes com SD que investiguem a influéncia de genes
envolvidos nos componentes da resposta imune inata e adaptativa, como o CTLA-
4, VDR e PTPN22, serédo importantes para estabelecer uma melhor compreenséo
das possiveis interacdes génicas na sindrome e do que poderia levar a uma
expressao diferencial dos genes CTLA-4 e VDR nesses individuos, bem como uma

possivel associacdo da expressao com doencgas autoimunes.
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7 CONCLUSOES

1. O hipotireoidismo subclinico apresentou uma alta prevaléncia nos individuos
com SD.

2. A andlise dos niveis de mRNA revelou que houve uma expresséao diferencial
dos genes CTLA-4 e VDR em individuos SD em comparacdo aos controles,
mas nao do PTPN22.

3. A expressdo aumentada do VDR pode estar relacionada a regulacdo do
metabolismo da vit D como um mecanismo para melhor utilizar os niveis de
Vit D e contribuir para um desempenho mais eficiente do sistema imune.

4. A expressao génica do CTLA-4 foi reduzida nos individuos com SD, sugerindo
uma provavel contribuicdo para o desequilibrio imunolégico frequentemente
relatado na sindrome. Contudo, nossos resultados ndo sdo suficientes para
compreender se essa expressao diferencial estaria efetivamente relacionada
a propensdo que eles apresentam a determinadas doencas
autoimunes/inflamatorias crénicas.

5. Em nossa amostra, as expressdes dos genes nao estiveram relacionadas ao

hipotireoidismo e aos diferentes niveis de PCR-us.
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Conité de £oca
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Continuagao do Parecer: 5.482.843

O cronograma apresentado esta coerente com a pesquisa. O orgamento apresentado é de R$ 18.490,00 e
sera de responsabilidade da pesquisadora principal.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram anexados: 1 - Folha de rosto; 2 - Declaragao de vinculo da aluna com a Pés; 3 - Termo de
compromisso e confidencialidade; 4 - Lattes das pesquisadoras; 5 - Projetos detalhado e projeto modelo
plataforma; 6 - TCLE para maiores de 18 anos, TCLE para responsaveis por menores de 18 anos e TALE; 7
- Carta de anuéncia do LIKA (local que disponibilizara o DNA dos controles saudaveis); 8 - Carta de
anuéncia do GURI, uma das ONGs que participara da pesquisa.

Recomendacgoes:

Néo ha.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada apds o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instru¢des do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apés apreciagao desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucgdo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia

Endereco: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe br
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Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO -
CAMPUS RECIFE -
UFPE/RECIFE

o

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/06/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1671322.pdf 175755
Outros Carta_anuencia_LIKA.pdf 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito

17:57:19 |BARROS
ARCOVERDE
Qutros Carta_anuencia_GURI.jpg 21/06/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
17:56:44 |BARROS
ARCOVERDE
Qutros CARTA_RESPOSTA.docx 21/06/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
17:53:41 |BARROS
ARCOVERDE
TCLE / Termos de | TALEMenor7a18.doc 21/06/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Assentimento / 17:51:20 |BARROS
Justificativa de ARCOVERDE
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEResponsaveismenores.doc 21/06/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Assentimento / 17:51:04 |BARROS
Justificativa de ARCOVERDE
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEMaiores18.doc 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Assentimento / 17:50:47 |BARROS
Justificativa de ARCOVERDE
Auséncia
Projeto Detalhado / |PROJETO_JulianaVieira.docx 21/06/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Brochura 17:49:58 |BARROS
Investigador ARCOVERDE
Qutros DISPENSA_CARTADEANUENCIA.docx| 26/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
13:44:55 |BARROS
ARCOVERDE
Qutros Termo_confidencialidade.docx 26/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
13:44:27 |BARROS
ARCOVERDE
Outros declaracao_20193009811.pdf 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
21:23:34 |BARROS
ARCOVERDE
Qutros CurriculoLattes_NeideSantos.pdf 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
21:22:50 |BARROS
ARCOVERDE
Endereco: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe br
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o

Qutros CurriculoLattes_JulianaVieiradeBarrosAr| 25/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
coverde.pdf 21:22:35 |BARROS
ARCOVERDE
Qutros CurriculoLattes_JaquelinedeAzevedoSil| 25/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
a.pdf 21:22:22 |BARROS
ARCOVERDE
Outros CurriculoLattes_CarlaFernandesdosSant] 25/04/2022 [JULIANA VIEIRA DE| Aceito
os.pdf 21:22:06 |[BARROS
ARCOVERDE
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 25/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
21:16:25 |[BARROS
ARCOVERDE

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
RECIFE, 22 de Junho de 2022
Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))
Endereco: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe br

Pagina 05 de 05




69

ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS
4dd

UFPE
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Centro de Biociéncias — Departamento de Genética
Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LGAH)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS)

Solicitamos a sua autorizagdo para convidar o (a) seu/sua filho
(a) {ou menor que esta sob sua responsabilidade} para participar,
como voluntario (a), da pesquisa Avaliagdao de polimorfismos e expressdo de genes relacionados
a doengas autoimunes/inflamatdrias em pacientes com sindrome de Down.

Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a) Juliana Vieira de Barros
Arcoverde, Rua Frei Gaspar da Madre de Deus, 58, UR 06 |bura, CEP: 54230-181. Telefone: (81)
9.98793064. E-mail: juhdebarros@hotmail.com. Também participam também desta pesquisa os
pesquisadores: Carla Fernandes dos Santos. Telefone (81) 991293439. E-mail:
carlafernandes_08@hotmail.com. Sob a orienta¢cdo de Neide Santos. Telefone: (81) 9991455405.
E-mail: santos_neide@yahoo.com.br.

O/a Senhor/a sera esclarecido (a) sobre qualquer duvida a respeito da participacdo dele/a
na pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e o/a Senhor/a concordar 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 deste termo de consentimento |he serd entregue e a outra ficara com o
pesquisador responsavel. O/a Senhor/a estara livre para decidir que ele/a participe ou ndo desta
pesquisa. Caso ndo aceite que ele/a participe, ndo haverd nenhum problema, pois desistir que seu
filho/a participe é um direito seu. Caso ndo concorde, ndo havera penalizagdo para ele/a, bem como
serd possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma
penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

DESCRIGCAO DA PESQUISA: O objetivo desse estudo é analisar a diferenca entre genes relacionados
a doencas autoimunes/inflamatdrias visando esclarecer se essas diferencas sdo capazes de tornar
portadores de sindrome de Down mais susceptiveis ao desenvolvimento de tais doengas. Para
realizacdo dos testes, o voluntario precisard fornecer uma amostra de 8 mL de Sangue Venoso
Periférico (SVP) apenas uma vez ao longo da pesquisa. Sera utilizado a metodologia de coleta de
sangue a vacuo, com 2 tubos BD Vacutainer® Plus (contendo heparina e EDTA como
anticoagulantes) com auxilio de agulha para coleta multipla BD Vacutainer® medindo 25x0,8 mm
com bisel trifacetado, siliconizada, esterilizada a Oxido de Etileno (ETO) com adaptador plastico BD
Vacutainer®, reutilizavel e ndo estéril. Apds a coleta, cada tubo serd homogeneizado por inversao
de 8 a 10 vezes para evitar hemolise e coagulagdo do sangue para posterior ensaio. No momento
da coleta serd feito um pequeno questiondrio sobre resultados de exames de rotina, como
hemograma e exames hormonais.
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RISCOS: Dentre os riscos do procedimento, o maximo que podera ocorrer com o voluntario serd o
surgimento de hematomas apds a coleta de sangue. Dessa forma, para tentar evitar o hematoma,
sera pressionado o local da pung¢do por, no minimo, 3 minutos. As seguintes indica¢des serdo
enfatizadas ao colaborador apds a coleta: evitar flexionar o brago, massagear o local e fazer esforgo
fisico no periodo posterior a coleta. Se ainda assim o hematoma aparecer, uma compressa de gelo
por 15 minutos a cada hora, durante as seis primeiras horas sera indicada. Apds essa medida,
compressas mornas podem ser colocadas no local para acelerar o desaparecimento do hematoma.
Se houver qualquer outra rea¢do ou dor no local, o colaborador serd encaminhado ao médico.

BENEFICIOS: A partir da analise nas diferencas entre os genes relacionados com doengas
autoimunes/inflamatdrias serd possivel um melhor entendimento do papel desses genes no
aumento dessas doencas em portadores de sindrome de Down, visando a definicdo de futuras
estratégias terapéuticas, em busca de tratamentos mais eficazes.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a
participar do estudo e que esta decisdao ndo acarretard penalizacdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serao divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntdrios, a ndo ser entre os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. O material extraido das amostras
de sangue ficard guardado num freezer no Laboratério de Genética e Citogenética Animal e
Humana (LGCAH), sob a responsabilidade da pesquisadora/professora Neide Santos, no endereco:
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Departamento de Genética — Cidade Universitaria, Recife,
Pernambuco. CEP: 50670-901, pelo periodo de minimo 5 anos apds o término da pesquisa. Os dados
coletados através dos questionarios nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivos no
computador do laboratério citado anteriormente.

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

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego:
(Avenida da Engenharia s/n — Prédio do CCS - 12 Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)



71

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DO/A VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsavel por , autorizo a sua participacdo no estudo
Avaliacio de polimorfismos e expressio de genes relacionados a doengas
autoimunes/inflamatérias em pacientes com sindrome de Down, como voluntério(a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da
participacdo dele (a). Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgdo de seu acompanhamento/
assisténcia/tratamento) para mim ou para o (a) menor em questao.

Local e data

Assinatura do (da) responsavel:

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

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS
4dd

2y

UFPE
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Biociéncias — Departamento de Genética
Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LGAH)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Avalia¢do de
polimorfismos e expressdo de genes relacionados a doengas autoimunes/inflamatérias em
pacientes com sindrome de Down, que estd sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Juliana
Vieira de Barros Arcoverde, Rua Frei Gaspar da Madre de Deus, 58, UR 06 lbura, CEP: 54230-181.
Telefone: (81) 9.98793064. E-mail: juhdebarros@hotmail.com.

Também participam também desta pesquisa os pesquisadores: Carla Fernandes dos Santos.
Telefone (81) 991293439. E-mail: carlafernandes_08@hotmail.com. Sob a orientacdo de Neide
Santos. Telefone: (81) 9991455405. E-mail: santos neide@yahoo.com.br.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsdvel por esta pesquisa. Apenas
qguando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo,
pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via
Ihe sera entregue e a outra ficard com o pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar,
ndao haverd nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como serd possivel retirar o
consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

DESCRIGAO DA PESQUISA: O objetivo desse estudo é analisar a diferenca entre genes relacionados
a doencas autoimunes/inflamatérias visando esclarecer se essas diferengas sdo capazes de tornar
portadores de sindrome de Down mais susceptiveis ao desenvolvimento de tais doengas. Para
realiza¢do dos testes, o voluntario precisard fornecer uma amostra de 8 mL de Sangue Venoso
Periférico (SVP) apenas uma vez ao longo da pesquisa. Sera utilizado a metodologia de coleta de
sangue a vacuo, com 2 tubos BD Vacutainer® Plus (contendo heparina e EDTA como
anticoagulantes) com auxilio de agulha para coleta multipla BD Vacutainer® medindo 25x0,8 mm
com bisel trifacetado, siliconizada, esterilizada a Oxido de Etileno(ETO) com adaptador plastico BD
Vacutainer®, reutilizavel e ndo estéril. Apds a coleta, cada tubo serd homogeneizado por inversdo
de 8 a 10 vezes para evitar hemolise e coagulacdo do sangue para posterior ensaio. No momento
da coleta serd feito um pequeno questionario sobre resultados de exames de rotina, como
hemograma e exames hormonais.

RISCOS: Dentre os riscos do procedimento, o maximo que podera ocorrer com o voluntdrio sera o
surgimento de hematomas apds a coleta de sangue. Dessa forma, para tentar evitar o hematoma,
serd pressionado o local da pungdo por, no minimo, 3 minutos. As seguintes indicagdes serdo
enfatizadas ao colaborador apds a coleta: evitar flexionar o brago, massagear o local e fazer esforgo
fisico no periodo posterior a coleta. Se ainda assim o hematoma aparecer, uma compressa de gelo
por 15 minutos a cada hora, durante as seis primeiras horas sera indicada. Apds essa medida,
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compressas mornas podem ser colocadas no local para acelerar o desaparecimento do hematoma.
Se houver qualquer outra rea¢do ou dor no local, o colaborador sera encaminhado ao médico.

BENEFICIOS: A partir da analise nas diferencas entre os genes relacionados com doengas
autoimunes/inflamatdrias serd possivel um melhor entendimento do papel desses genes no
aumento dessas doengas em portadores de sindrome de Down, visando a definicdo de futuras
estratégias terapéuticas, em busca de tratamentos mais eficazes.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a
participar do estudo e que esta decisdo ndo acarretard penalizacdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntdrios, a ndo ser entre os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. O material extraido das amostras
de sangue ficard guardado num freezer no Laboratério de Genética e Citogenética Animal e
Humana (LGCAH), sob a responsabilidade da pesquisadora/professora Neide Santos, no endereco:
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Departamento de Genética — Cidade Universitaria, Recife,
Pernambuco. CEP: 50670-901, pelo periodo de minimo 5 anos apds o término da pesquisa. Os dados
coletados através dos questionarios nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivos no
computador do laboratério citado anteriormente.

Nada |he sera pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo 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 alimentacgao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego:
(Avenida da Engenharia s/n — 12 Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apds
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 participar do estudo
Avaliacio de polimorfismos e expressio de genes relacionados a doengas
autoimunes/inflamatérias em pacientes com sindrome de Down como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Local e data
Assinatura do participante:

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

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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ANEXO D - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
MENORES DE 7 A 18 ANOS
ddd
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UFPE
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Biociéncias — Departamento de Genética
Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LGAH)

[~

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 7 a 18 ANOS)

OBS: Este Termo de Assentimento para o menor de 7 a 18 anos ndo elimina a necessidade da elaboragdo de um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo responsdvel ou representante legal do
menor.

Convidamos vocé , apos autorizacdo dos seus
pais [ou dos responsaveis legais] para participar como voluntario (a) da pesquisa: Avaliagao de
polimorfismos e expressdo de genes relacionados a doengas autoimunes/inflamatérias em
pacientes com sindrome de Down. Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a)
Juliana Vieira de Barros Arcoverde, Rua Frei Gaspar da Madre de Deus, 58, UR 06 Ibura, CEP: 54230-
181. Telefone: (81) 9.98793064. E-mail: juhdebarros@hotmail.com. Também participam também
desta pesquisa os pesquisadores: Carla Fernandes dos Santos. Telefone (81) 991293439. E-mail:
carlafernandes_08@hotmail.com. Sob a orientacdo de Neide Santos. Telefone: (81) 9991455405.
E-mail: santos_neide@yahoo.com.br.

Vocé serd esclarecido (a) sobre qualquer duvida com o responsavel por esta
pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacao
do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas
vias. Uma via deste termo lhe serd entregue para que seus pais ou responsavel possam guarda-la e
a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo
haverd nenhum problema, desistir € um direito seu. Para participar deste estudo, um responsavel
por vocé deverd autorizar e assinar um Termo de Consentimento, podendo retirar esse
consentimento ou interromper a sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum
prejuizo.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

DESCRIGAO DA PESQUISA: O objetivo desse estudo é analisar a diferenca entre genes relacionados
a doencas autoimunes/inflamatdrias visando esclarecer se essas diferengas sdo capazes de tornar
portadores de sindrome de Down mais susceptiveis ao desenvolvimento de tais doengas. Para
realizacdo dos testes, o voluntario precisard fornecer uma amostra de 8 mL de Sangue Venoso
Periférico (SVP) apenas uma vez ao longo da pesquisa.. Sera utilizado a metodologia de coleta de
sangue a vacuo, com 2 tubos BD Vacutainer® Plus (contendo heparina e EDTA como
anticoagulantes) com auxilio de agulha para coleta multipla BD Vacutainer® medindo 25x0,8 mm
com bisel trifacetado, siliconizada, esterilizada a Oxido de Etileno(ETO) com adaptador plastico BD
Vacutainer®, reutilizavel e ndo estéril. Apds a coleta, cada tubo serd homogeneizado por inversao
de 8 a 10 vezes para evitar hemolise e coagulagdo do sangue para posterior ensaio. No momento
da coleta serd feito um pequeno questionario sobre resultados de exames de rotina, como
hemograma e exames hormonais.
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RISCOS: Dentre os riscos do procedimento, o maximo que podera ocorrer com o voluntario serd o
surgimento de hematomas apds a coleta de sangue. Dessa forma, para tentar evitar o hematoma,
sera pressionado o local da pung¢do por, no minimo, 3 minutos. As seguintes indica¢des serdo
enfatizadas ao colaborador apds a coleta: evitar flexionar o brago, massagear o local e fazer esforgo
fisico no periodo posterior a coleta. Se ainda assim o hematoma aparecer, uma compressa de gelo
por 15 minutos a cada hora, durante as seis primeiras horas sera indicada. Apds essa medida,
compressas mornas podem ser colocadas no local para acelerar o desaparecimento do hematoma.
Se houver qualquer outra rea¢do ou dor no local, o colaborador serd encaminhado ao médico.

BENEFICIOS: A partir da analise nas diferencas entre os genes relacionados com doengas
autoimunes/inflamatdrias serd possivel um melhor entendimento do papel desses genes no
aumento dessas doencas em portadores de sindrome de Down, visando a definicdo de futuras
estratégias terapéuticas, em busca de tratamentos mais eficazes.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a
participar do estudo e que esta decisdao ndo acarretard penalizacdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntdrios, a ndo ser entre os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. O material extraido das amostras
de sangue ficard guardado num freezer no Laboratério de Genética e Citogenética Animal e
Humana (LGCAH), sob a responsabilidade da pesquisadora/professora Neide Santos, no endereco:
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Departamento de Genética — Cidade Universitaria, Recife,
Pernambuco. CEP: 50670-901, pelo periodo de minimo 5 anos apds o término da pesquisa. Os dados
coletados através dos questionarios nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivos no
computador do laboratério citado anteriormente.

Nem vocé e nem seus pais [ou responsaveis legais] pagarao nada para vocé participar desta
pesquisa, também ndo receberdo nenhum pagamento para a sua participacdo, pois é voluntaria.
Se houver necessidade, as despesas (deslocamento e alimentacdo) para a sua participacdo 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 endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 12 Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 -  e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)
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ASSENTIMENTO DO(DA) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador (a) do documento de Identidade
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo Avaliagdo de
polimorfismos e expressdo de genes relacionados a doengas autoimunes/inflamatérias em
pacientes com sindrome de Down, como voluntdrio (a). Fui informado (a) e esclarecido (a) pelo (a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, o que vai ser feito, assim como os possiveis riscos e beneficios
gue podem acontecer com a minha participa¢do. Foi-me garantido que posso desistir de participar
a qualguer 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 (n3o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




