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RESUMO

A sindrome de Down (SD) € a doencga cromossémica mais prevalente em recém-
nascidos, afetando 1 em cada 700 nascidos vivos. Individuos com SD apresentam
caracteristicas clinicas classicas como hipotonia, prega palmar Unica e olhos
amendoados. Eles também sao propensos a multiplos desequilibrios imunol6gicos
denominados doenca autoimune da tireoide (AITD), diabetes tipo 1 (DM1), alopecia
areata, doenca celiaca, artrite idiopética juvenil e vitiligo. O inflamassoma, sensor
imunolégico responsavel por induzir respostas inflamatorias, tem participacdo em
diversas doencas autoinflamatérias e autoimunes, porém ainda néo ha estudos sobre
seu papel em individuos com SD, bem como dos genes com importante papel na
manutencado da homeostase do sistema imunoldgico, como o CTLA-4 e PTPN22. O
presente estudo avaliou o perfil de expressdo dos genes NLRP1, NLRP3, IL-1p6,
CTLA-4 e PTPN22 em individuos com SD suscetiveis ao desenvolvimento de doencas
autoimunes/inflamatoérias. Aléem disso, avaliamos se os pacientes com SD apresentam
resposta inflamatdéria diferencial dos genes do inflamassoma apds infeccéo in vitro.
Os individuos com SD foram oriundos do Grupo Universitario de Reabilitacdo Infantil
(GURI) e um grupo formado por pais e responsaveis de individuos com SD, e o
cariotipo obtido através da cultura de linfécitos. O mRNA foi extraido pela metodologia
TRIZOL tanto para células do sangue periférico quanto para células monocucleares
do sangue periférico (PBMCSs) e 0 ensaio de expressao génica foi realizado utilizando
sondas fluorogénicas TagMan, por gPCR. As culturas de PBMC foram divididas em
dois grupos com e sem estimulo com lipopolissacarideo (LPS). Foram cariotipados 68
individuos com SD, 60 apresentavam trissomia livre (88,2%), seis mosaicismo
cromossomico (8,8%) e dois translocacdo Robertsoniana (2,9%). Para o ensaio de
expressao génica, 20 individuos com SD e 15 individuos saudaveis (grupo controle)
foram incluidos para analise de sangue total ex vivo. Os niveis de mRNA do grupo SD
guando comparados ao grupo controle apresentaram regulacdo negativa de alteracéo
(FC) de 1,9 vezes para NLRP1 (p=0,0001) e de 1,49 vezes para CTLA-4 (p=0,0047).
Para os ensaios in vitro utilizamos PBMC para deteccdo de niveis de mRNA e
encontramos 1,7 FC de regulacdo negativa de NLRP1 (p = 0,1879) comparando
células tratadas com estimulos de LPS versus células sem LPS. Uma comparacéo da
expressdo 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), mas esta analise ndo mostrou diferenca na expressao génica. A expressao
diferencial de NLRP1 e CTLA-4 em individuos com SD indica que pode haver alguma
relacGo com a  suscetibiidade ao  desenvolvimento de  doencgas
autoimunes/inflamatérias, porém mais analises sdo necessarias para confirmar esta

relacéo.

Palavras-chave: autoimunidade; expressao génica; aneuploidia; inflamacéo.



ABSTRACT

Down syndrome (DS) is the most prevalent chromosomal disorder in newborns,
affecting 1 in every 700 live births. Individuals with DS present classic clinical features
such as hypotonia, a single palmar crease and almond-shaped eyes. They are also
prone to multiple immunological imbalances, included autoimmune thyroid disease
(AITD), type 1 diabetes (T1D), alopecia areata, celiac disease, juvenile idiopathic
arthritis and vitiligo. The inflammasome, an immunological sensor responsible for
inducing inflammatory responses, is (mis)activated in several autoinflammatory and
autoimmune diseases, but there are still no studies on its role in individuals with DS,
as well as genes with an important role in maintaining homeostasis of the immune
system, such as CTLA-4 and PTPN22. The present study evaluated the expression
profile of genes NLRP1, NLRP3, IL-13, CTLA-4 and PTPN22 in individuals with DS
susceptible to the development of autoimmune/inflammatory diseases. Furthermore,
we evaluated whether DS patients show a differential inflammatory response of
inflammasome genes after in vitro infection. Individuals with DS were recruited from
the Child Rehabilitation University Group (GURI) and a group formed by parents and
guardians of individuals with DS, and the karyotype was obtained through lymphocyte
culture. The mRNA was extracted using the TRIZOL methodology for both peripheral
blood cells and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). and gene expression
assays were performed using TagMan fluorogenic probes, by qPCR. The PBMC
cultures were divided into two groups with and without lipopolysaccharide (LPS)
stimulation. Sixty-eight individuals with DS were karyotyped, 60 showed free trisomy
(88.2%), six chromosomal mosaisism (8.8%) and two Robertsonian translocation
(2.9%). For the gene expression assays, 20 individuals with DS and 15 healthy
individuals (control group) were included for ex vivo whole blood analysis. The mMRNA
levels inthe DS group, when compared to the control group, showed downregulation
changes (FC) of 1.9 times for NLRP1 (p=0.0001) and 1.49 times for CTLA-4
(p=0.0047). In the in vitro assays using PBMC for mRNA level detection, we found 1.7
FC downregulationof of NLRP1 (p = 0.1879) when comparing cells treated with LPS
stimuli versus cells without LPS. A comparison of gene expression was also performed
between individuals with DS stratified based on the presence of hypothyroidism and
ultrasensitive C-reactive Protein (hs-CRP) levels, but this analysis showed no

difference in gene expression. The differential expression of NLRP1 and CTLA-4 in



individuals with DS indicates a potential relationship with susceptibility to the

development of autoimmune/inflammatory diseases, but further analyses are needed

to confirm this association.

Key words: autoimmunity; gene expression; aneuploidy; inflammation.
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1 Introducéao

A sindrome de Down (SD) é a cromossomopatia mais prevalente em recém-
nascidos, com uma incidéncia de 1 a cada 700 nascidos vivos, sendo a causa genética
mais comum de deficiéncia intelectual e de desenvolvimento. Em 95% dos casos,
resulta da falha da segregacdo cromoss6mica normal durante a meiose. O cariotipo
mais prevalente é a trissomia livre (47,XX,+21 ou 47,XY,+21); 2-4% dos casos de SD
€ causada por mosaicismo e entre 1-3% pode ocorrer de rearranjos cromossdmicos
envolvendo o braco longo do cromossomo 21.

Além das caracteristicas encontradas em todos os portadores de SD, ha muitos
fendtipos associados a essa sindrome que tém penetrancia e expressividade
variaveis, e esse € provavelmente o resultado complexo devido a variagdes genéticas
e epigenéticas, fatores ambientais e eventos estocasticos. As caracteristicas
fenotipicas sdo multiplas e heterogéneas, e compreendem principalmente deficiéncia
intelectual, defeitos de crescimento e disturbios enddcrinos. Além disso, os individuos
com SD sao caracterizados por uma aceleracdo do processo de envelhecimento,
afetando particularmente o sistema nervoso central e imunologico.

Individuos com SD apresentam maiores taxas de disfuncéo tireoidiana. As
anormalidades incluem hipotireoidismo subclinico (HS) (também conhecido como
hipertireotropinemia), hipotireoidismo congénito (HC) e doenc¢a autoimune da tireoide
(AITD), como a tireoidite de Hashimoto (TH) e a doenca de Graves (DG). Além da
AITD, os individuos com SD apresentam um risco geral aumentado de outras doencas
autoimunes como a doenca celiaca, que apresenta uma prevaléncia de 20 a 200
vezes maior do que na populacdo em geral, e o vitiligo que aumenta cerca de 0,38%
a 2,9%. Além disso, ha um risco aumentado de desenvolver diabetes mellitus tipo 1
(DM1), em idades jovens, quando comparados com individuos ndo portadores da SD.

A disfuncéo do sistema imunolégico na SD tem sido atribuida a diminuicéo do
namero de linfécitos B, modificacbes nos subconjuntos de células T, bem como
alteracdes nos niveis de citocinas anti- e pro-inflamatorias. O antigeno 4 associado a
linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) € uma proteina coestimuladora negativa expressa na
superficie de células T ativadas e reguladoras. Mutagbes no CTLA-4 em humanos
pode levar ao desenvolvimento de doencas autoimunes, destacando a importancia do

CTLA-4 como um regulador das respostas imunoldgicas aos nossos proprios tecidos.
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O gene da proteina tirosina fosfatase nao receptor 22 (PTPN22) é um importante
regulador negativo da transducéo de sinal através dos receptores de células T. Varios
polimorfismos do gene PTPN22, que causam aumento da inibicdo da sinalizacdo do
receptor de células T, tém sido associados a susceptibilidade ao desenvolvimento de
doencas autoimunes. Pesquisas buscando determinar se polimorfismos dentro dos
genes CTLA-4 e PTPN22 da resposta imune conferem suscetibilidade diferencial a
condicdes clinicas na SD ainda sao ausentes.

Os receptores de oligomerizacdo de nucleotideos com dominios ricos em
leucina (NLR) séo responsaveis pelo reconhecimento de sequéncias especificas
presentes em micro-organismos e estruturas endégenas e exdgenas associados a
patogénese. Os NLRs fazem parte de um complexo proteico, o inflamassoma,
controlando a producgéo de citocinas pro-inflamatorias, como: interleucina-1 beta (IL-
1B), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-18 (IL-18) que modulam os efeitos bioldgicos
associados a infecgao, inflamacdo e processos autoimunes regulando, sobretudo, a
resposta inflamatoria. Os receptores NLRP1 e NLRP3 pertencentes a familia NLR vem
sendo apontados como principais integrantes do inflamassoma. Ambos interagem
com proteinas pré-Caspases 1, como a ASC, que ativam o recrutamento das proteinas
caspases estimulando o processamento das citosinas pro-inflamatorias.

Apesar do risco aumentado de desenvolvimento de doencas inflamatérias,
infecciosas e autoimunes em individuos SD, o mecanismo subjacente relacionado ao
desenvolvimento dessas condi¢des clinicas ainda ndo estd bem compreendido. A
partir da analise de expressdo dos genes NLRP1, NLRP3, IL-13, CTLA-4 e PTPN22
sera possivel um melhor entendimento do papel desempenhado na susceptibilidade
ao desenvolvimento dessas condi¢des clinicas. Diante desse quadro, a definicdo de
futuras estratégias terapéuticas em busca de tratamentos mais eficazes podera ser

tracada.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

Analisar e comparar o perfil de expressdo dos genes NLRP1, NLRP3, IL-78,
PTPN22 e CTLA-4 em individuos com SD.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os niveis de expressao dos genes do inflamassoma - NLRP1, NLRP3 e IL-

168 em individuos SD e controles;

2. Avaliar os niveis de expressao dos genes do inflamassoma - NLRP1, NLRP3 e IL-
16 - em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos SD com

e sem estimulo de lipopolissacarideo (LPS);

3. Avaliar os niveis de expressao dos genes PTPN22 e CTLA-4 em individuos SD e

controles.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 SINDROME DE DOWN

A sindrome de Down (SD) ou trissomia 21 (OMIM #190685, Online Mendelian
Inheritance in Man, um Catélogo Online de Genes Humanos e Disturbios Genéticos)
€ uma sindrome genética resultante da presenca e da expressao de trés copias de
genes localizados no cromossomo 21, sendo a aneuploidia cromossdmica viavel mais
frequente em humanos. A SD foi caracterizada pela primeira vez em 1866 por John
Langdon Down, que descreveu “individuos com manifestagdes clinicas peculiares” e,
em 1958, Jérdme Lejeune e Pat Jacobs afirmaram que a SD é uma sindrome genética
relacionada a trissomia do cromossomo 21 (DIEUDONNE et al., 2020; SANTOS et al.,
2021).

No Brasil, a sindrome de Down (SD) ocorre em 1 a cada 700 nascimentos,
ocorrendo igualmente em todas as racas e grupos étnicos. Ha uma diferenca
substancial de prevaléncia de SD ao nascimento entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento e, mesmo entre o0s paises desenvolvidos, a prevaléncia de
natalidade varia dependendo da idade materna média e da pratica de diagnostico pré-
natal de SD, e interrupcéo de gestacdes afetadas (YAQOOB et al., 2019; BERMUDEZ
et al., 2021).

A trissomia 21 ocorre por uma nao disjuncdo meidtica, resultando em 95% dos
casos em um cariétipo com a presenca de 47 cromossomos (+21 - trissomia livre)
(Figura 1l1a); por uma ndo disjuncdo mitdtica, resultando em mosaicismo
cromossomico, observado em 2 a 4% dos casos, o qual representa uma condi¢céo na
gual um individuo tem duas ou mais linhagens de células geneticamente distintas que
se originaram de um Unico zigoto; por translocacdo Robertsoniana envolvendo o
Cromossomo 21 com um outro cromossomo acrocéntrico, sendo observado em 1 a
3% dos casos (Figura 1b-c); ou ainda por rearranjos cromossémicos envolvendo o
braco longo do cromossomo 21 (dita como a regido critica da SD e chamada de
trissomia parcial). A analise citogenética tem um papel importante ndo s6 na
confirmacdo do diagndstico, mas também na previsdo do risco de recorréncia e no
futuro aconselhamento genético (NARAYANAN et al., 2013; PAPAVASSILIOU et al.,
2014; BULL, 2020).



Figura 1. Alteragdo cromossdmica na Sindrome de Down. a) Cari6tipo 47,XX,+21; b)
Robertsoniana - rob(14;21); c) rob(21;22).
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As caracteristicas fenotipicas mais comuns na SD sao hipotonia, cabeca
braquicefalica pequena, ponte nasal plana, fissuras palpebrais inclinadas para cima,
boca pequena, orelhas pequenas, excesso de pele na nuca, prega palmar transversa
Unica e quinto dedo curto com clinodactilia e espacamento amplo, muitas vezes com
sulco plantar profundo entre os primeiro e segundo dedos (Figura 2), além de
apresentar deficiéncia intelectual e disturbios endécrinos (FRANCESCHI et al., 2019;
BULL, 2020).

Além das caracteristicas encontradas na maioria dos individuos com SD
(Figura 2), ha muitos fenétipos associados a essa sindrome que tém penetrancia e
gravidade variaveis, e esse é provavelmente o resultado complexo devido a variacfes
genéticas e epigenéticas, fatores ambientais e eventos estocasticos (CIPRIANE et al.,
2018). Além disso, os individuos com SD séo caracterizados por uma aceleracdo do
processo de envelhecimento, afetando particularmente o sistema nervoso central e
imunoldégico (CICCARONE et al., 2017; FRANCESCHI et al., 2019).

Dada a forte correlacdo entre a idade materna avancada na concepcdo e o
aumento do risco de ter um filho com SD, acreditava-se que a ndo disjuncdo do
cromossomo 21 poderia ser o resultado do acumulo de erros relacionados a idade, o
gue tornava a maquinaria meiética feminina menos eficiente e mais propensa a erros.
No entanto, apesar das evidéncias de que a idade materna avancada na concepc¢ao

€ o principal fator de risco para a trissomia 21, pouco se sabe sobre os mecanismos
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moleculares responséaveis pela nao disjuncdo do cromossomo 21 (MIGLIORI et al.,
2009).

Figura 2. Caracteristicas faciais em criangas com sindrome de Down em diferentes idades. O painel
superior mostra a caracteristica facies plana com olhos inclinados para cima, aparéncia de boca

aberta e lingua protuberante. O painel inferior mostra a mao e os dedos curtos, clinodactilia (seta

solida), prega simiesca (ponta da seta) e abertura da sandalia (seta pontilhada).

Fonte: GUPTA e KABRA (2014).

Devido aos avancos médicos e a melhoria dos tratamentos cirdrgicos para
cardiopatias congénitas, a expectativa de vida dos pacientes com SD aumentou
consideravelmente nas ultimas décadas, de modo que agora ultrapassa os 60 anos
(DIEUDONNE et al., 2020). Embora o tratamento para doencas cardiacas congénitas
tenha diminuido a mortalidade e a morbidade, as complicacbes relacionadas a
doencas imunomediadas continuam a limitar a expectativa de vida em pacientes com
SD, aumentando as taxas de infeccfes, malignidades hematoldgicas e autoimunidade
(FERRARI e STAGI, 2021).

2.2 SISTEMA IMUNE E AUTOIMUNIDADE

O termo “imunidade” originou-se do termo latino “immunis”, que significa
“isento”, ou seja, o estado de protegao contra doencas infecciosas, sendo importante
para a reproducdo, desenvolvimento e homeostase. O reconhecimento comunicacao
e a resposta sdo as principais atividades do sistema imunoldgico: apés o
reconhecimento de um organismo estranho, ele monta uma resposta efetora através
do recrutamento de uma variedade de células e moléculas para eliminar o organismo
invasor (TOMAR E DE, 2014; SATTLER, 2017). Este sistema esta dividido em dois
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tipos gerais de respostas imunolodgicas: imunidade inata e imunidade adaptativa
(Figura 3).

Figura 3. Divisoes do sistema imune.
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Fonte: Adaptado de TOMAR E DE (2014).

O sistema inato representa a primeira linha de defesa contra um patégeno
invasor, sua resposta € rapida e incapaz de memorizar. E composto por quatro tipos
de barreiras defensivas — anatémicas (pele, membranas e mucosas), fisiolégicas (por
exemplo, temperatura, pH baixo), fagociticas (mondcitos sanguineos, neutrofilos,
macrofagos teciduais) e inflamatdrias (proteinas séricas). Dessa forma, as células do
sistema imunoldgico inato compreendem: fagdécitos, neutréfilos, macréfagos, células
natural killer, mastécitos, baséfilos, células dendriticas, eosindfilos (TOMAR E DE,
2014).

O sistema imunolégico adaptativo € ativado pela imunidade inata. Os
componentes do sistema imunolégico adaptativo possuem dinamica temporal mais

lenta, com alto grau de especificidade e uma resposta secundaria mais potente. O
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sistema imune adaptativo incorpora frequentemente células e moléculas do sistema
inato na sua luta contra corpos estranhos nocivos. Embora o sistema imunoldgico seja
notavelmente especifico e adaptativo, pode levar ao desenvolvimento de
autoimunidade (TOMAR E DE, 2014).

A doenca autoimune resulta de uma resposta imune mal direcionada devido a
uma falha do sistema imunoldgico de um organismo em reconhecer suas células e
tecidos como seus. Uma doenca autoimune refere-se a condicéo de ativacao de uma
resposta imunoldgica anormal em nosso corpo, causando danos aos tecidos ou
orgaos por meio de inflamacéo continua, indo desde doencas especificas de 6rgéaos,
nas quais anticorpos e células T reagem a antigenos préprios localizados em um
tecido especifico, até doencas sistémicas ou ndo especificas de Orgaos
caracterizadas por reatividade contra antigenos espalhados por varios tecidos (Figura
4). A causa das doencas autoimunes nao € bem compreendida e os médicos sugerem
gue tanto os fatores ambientais como os genéticos, bem como outros fatores, como a
infeccdo, sdo responsaveis pelas doencas (VANG ET AL., 2007; WANG, WANG E
GERSHWIN, 2015; TIZAOUI ET AL., 2022).

As doencas autoimunes afetam entre 5% a 8% da populacdo mundial. (YE,
GILLESPIE E RODRIGUEZ, 2018). Um sistema imunolégico regulado € importante
para detectar e eliminar rapidamente patdgenos causadores de doencas e gerar
memoaria imunoldgica. Ao mesmo tempo, as células imunitarias precisam ser capazes
de reconhecer as células do proprio corpo e distingui-las de invasores externos.
Mesmo pequenas desregulacdes podem fazer com que o sistema imunolégico ataque
orgaos e tecidos do corpo por engano (SHUMANSKA E BOGESKI, 2022).

Inicialmente, os sintomas dos distarbios autoimunes sdo vagos e incluem
fadiga, febre baixa, dores musculares e articulares e mal-estar. Geralmente progridem
e tornam-se debilitantes com morbidade significativa. Os pacientes muitas vezes sao
atendidos pelos médicos somente depois que 0 processo da doenca se torna
sintomatico, obscurecendo a compreensdo dos eventos iniciais que levam a doenca
(CAMPBELL, 2014).
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Figura 4. Representacéo esquematica de doengas autoimunes sistémicas e especificas em
seus 6rgaos atingidos.
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Fonte: Adaptado de WANG, WANG E GERSHWIN (2015).

Muitas doencas autoimunes sdo caracterizadas pela destruicdo tecidual
mediada diretamente pelas células T. Por exemplo, na artrite reumatdide, as células
T autorreativas atacam o tecido das articulagBes, causando uma resposta inflamatoéria
gue resulta em inchaco e destruicdo do tecido. Na tireoidite de Hashimoto, os
autoanticorpos reativos com antigenos especificos do tecido, como a peroxidase
tireoidiana e a tireoglobulina, causam destruicdo grave do tecido. Outros exemplos
incluem diabetes mellitus dependente de insulina e esclerose multipla (TOMAR E DE,
2014).

2.2.1 IMUNIDADE NA SINDROME DE DOWN
A sindrome de Down esta bem estabelecida por estar associada a multiplas
alteracbes imunolégicas. Condi¢bes autoimunes, incluindo Tireoidite de Hashimoto

(TH), diabetes tipo 1 (DM1), alopecia aerata (AA), doenga celiaca (DC), artrite
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idiopatica juvenil (AlJ) e vitiligo ocorrem em nimeros desproporcionais entre pessoas
com SD em comparagao com coortes pareadas por idade (BULL, 2020).

A doenca autoimune da tireoide (AITD) é o distarbio autoimune mais frequente
gue coexiste com a SD e resulta da complexa interacdo entre fatores genéticos,
ambientais e enddgenos que levam a perda de autotolerancia aos antigenos da
tireoide (KYRITSI e KANAKA-GANTENBEIN, 2020). A maioria dos pacientes
apresenta bocio eutireoidiano ou bdcio com hipotireoidismo leve e, as vezes, a crianga
apresenta hipotireoidismo com retardo de crescimento. Algumas criangas apresentam
sintomas clinicos sugestivos de hipertireoidismo, como nervosismo, irritabilidade,
aumento da sudorese ou hiperatividade. A glandula tireoide geralmente esta
difusamente aumentada e firme com acentuacdo da arquitetura lobular normal.
Geralmente, a glandula sofre atrofia progressiva e o individuo adquire hipotireoidismo
(CHISTIAKOV, 2007; BULL, 2020).

O hipotireoidismo compensado, também conhecido como hipotireoidismo
subclinico, € um tipo especifico de disfuncdo tireoidiana observada com maior
frequéncia na populacdo com SD, variando entre 12,5% a 32,9%. Na maioria dos
casos, o hipotireoidismo compensado € assintomatico e € detectado em exames
laboratoriais para rastrear as funcdes da tireoide, e sua detecgcédo precoce evita uma
carga adicional de deficiéncia intelectual nos individuos SD (YAQOOB et al., 2019;
NARAYANAN et al., 2013).

Devido a desregulacdo imunoldgica, o inicio precoce de DM1 em individuos
com SD pode sugerir uma patologia autoimune muito evidente em comparagcdo com
individuos com DM1 n&o-SD. A populacdo de células 3 em individuos SD é mais
suscetivel a destruicdo mediada por células imunes. Isso sugere que o subgrupo de
SD +21 livre com DM1 tem um risco maior de doenca autoimune agressiva. O
diagndstico de doencas autoimunes que acompanham a SD pode ser complicado por
mascarar os efeitos das caracteristicas subjacentes da sindrome, como déficit de
crescimento e puberdade atrasada (CHISTIAKOV, 2007; VERSTEGEN e KUSTERS,
2020).

A obesidade, ocorrendo em 25% das criancas e pelo menos 50% de adultos
com SD, complica muitos problemas na SD, incluindo apnéia obstrutiva do sono,
diabetes e condi¢des cardiopulmonares (BULL, 2020).

A doenca celiaca, um disturbio gastrointestinal imunomediado caracterizado

por inflamacgé&o do intestino delgado apds exposi¢céo a gluten, cevada e centeio, tem
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um risco estimado de ocorréncia de 6 vezes mais em individuos SD em comparacéo
com a populacédo em geral. Contudo, apesar de ser comum € de dificil reconhecimento
pois muitos dos sintomas classicos conhecidos de inicio da doenca, como prisdo de
ventre, baixa estatura e problemas de comportamento, podem ocorrer com mais
frequéncia entre criancas com SD, independentemente da doenca celiaca (SHARR et
al., 2016; LIU et al., 2020; FERRARI e STAGE, 2021).

A alopecia aerata (AA) € um tipo de queda de cabelo comum, inflamatdéria e
sem cicatrizes, cerca de 1 a 11% mais prevalente em individuos SD quando
comparada com a populacéo em geral (ESTEFAN et al., 2014; STRAZZULLA et al.,
2018).

2.3 INFLAMASSOMA

A inflamacdo é uma resposta imune protetora montada pelo sistema imune
inato evolutivamente conservado a estimulos nocivos, como patdégenos, ceélulas
mortas ou irritantes, e € rigidamente regulada pelo hospedeiro. A inflamacéo
insuficiente pode levar a infeccao persistente de patdégenos, enquanto a inflamacéao
excessiva pode causar doencas inflamatorias cronicas ou sistémicas. A funcédo imune
inata depende do reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPS), derivados de patdégenos invasores, e padrbes moleculares associados a
danos (DAMPS), induzidos como resultado de estresse enddgeno, por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) codificados por linha germinativa (Figura 5). Entre
0s PRRs, o dominio de ligacdo ao nucleotideo e a familia de receptores contendo
repeticbes ricas em leucina (NLRs) € capaz de reconhecer DAMPs / PAMPs
citosolicos. Os NLRs séo expressos no citosol de células imunes derivadas de
mieloides, bem como em outros tipos de células, como células epiteliais e endoteliais
(GUO et al., 2016; ZITO et al., 2020).
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Figura 5. Mecanismos de ativagéo dos inflamassomas por PAMPs ou DAMPs. Seguido de
piroptose e liberacao de citocinas através do poro de GSDMD.
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Fonte: Adaptado de CORNUT, BOURDONNAY e HENRI (2020).

Os inflamassomas sdo complexos intracelulares multiproteicos que fazem parte
do sistema imune inato. Eles sao responsaveis por regular a resposta imunolégica a
fatores exdgenos e enddgenos. Tanto os padrées moleculares PAMPs quanto DAMPs
podem desencadear a ativacdo do inflamassoma e, quando essa ativacdo é
desregulada, pode estar ligada ao desenvolvimento de cancer e doencas autoimunes,
metabdlicas e neurodegenerativas (BROZ e DIXIT, 2016; SONMEZ e OZEN, 2017;
BORTOLOTTI et al., 2018). Os inflamassomas desempenham um papel importante e
vital na ativacao e liberacéo de citocinas pro-inflamatorias e sédo altamente expressos
em células imunes, especialmente mondcitos e macréfagos, onde foram descobertos
pela primeira vez (GUO et al., 2016; BORTOLOTTI et al., 2018; BLEVINS et al., 2022).

Os componentes gerais de um inflamassoma sao: um sensor (que, geralmente,
da o nome ao complexo), um adaptador (uma proteina como a ASC - apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD) e um efetor (a pro-caspase-1)
(Figura 6). A ASC possui dois dominios: um dominio PYD (pyrin domain) e um dominio
CARD que liga o sensor ao efetor (TOMASIK E BASAK, 2022).
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Figura 6. Esquema geral dos componentes do complexo inflamassoma.
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Apos a ativagao dentro dos inflamassomas, a caspase-1 desencadeia dois
eventos principais: uma rapida morte celular inflamatéria denominada piroptose,
devida a clivagem de uma unica proteina, denominada gasdermina D (GSDMD) e a
clivagem da pro-forma de duas citocinas (IL-1 8 e IL-18), resultando na secrecéo de
suas formas ativas (CORNUT, BOURDONNAY E HENRI, 2020).

A figura 7 ilustra os inflamassomas mais bem estabelecidos: o NLRP1 (NLR,
pyrin domain containing 1), o NLRP3 (NLR, pyrin domain containing 3), o NLRC4
(NLR, CARD domain containing 4) e o AIM2 (absent in melanoma 2). Além disso,
outras proteinas da familia NLR sdo capazes de formar complexos de inflamassoma
multiméricos, incluindo NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP9 e NLRP12 (ZHANG et al.,
2016; KHARE et al., 2012; ZHU et al., 2017).
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Figura 7. Representagéo dos Inflamassomas NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2.
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Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2016).

2.3.1 GENE NLRP1

O gene NLRP1 esta localizado no cromossomo 17 (17p13.2) (Figura 8) e
codifica um membro da familia Ced-4 (proteinas apoptoticas) com um dominio de
recrutamento para caspase (CARD), sendo conhecido com um dos principais
mediadores da morte celular programada. E o maior NLR, com um comprimento de
1.473 aminoacidos e sete isoformas produzidas por splicing alternativo e o seu motivo
N-terminal PYD esta envolvido na interacdo proteina-proteina, interagindo com
caspases inflamatorias e apoptéticas (MARTINON et al., 2002; YU et al., 2018).

Figura 8. Localizag&o do gene NLRP1 (17p13.2).
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Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NLRP1.

A ativacdo do NLRP1 é regulada de maneira muito complexa, compartilhando

certos aspectos com outros sensores do inflamassoma. Em contraste com o
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inflamassoma NLRP3, o NLRP1 tem um dominio FIIND, um PYD e um CARD e pode
ativar a caspase-1 independente do adaptador ASC (Figura 9). Além disso, essa
ativacao possui caracteristicas muito especificas, como autoativacdo proteolitica e
degradacao funcional (YU et al., 2018; ALEHASHEMI E GOLDBACH-MANSKY, 2020;
FENINE et al., 2020).

Figura 9. Estrutura do inflamassoma NLRP1.
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Fonte: YU et al. (2018).

2.3.2 GENE NLRP3

O gene NLRP3 esta localizado no cromossomo 1 (1g44) (Figura 10), possui
4.470 pb, nove éxons e codifica a uma proteina da familia NLR (criopirina), que esta
envolvida na sinalizacdo do inflamassoma e regula a atividade da caspase-1 e 0
processamento da IL-18 (HOFFMAN et al., 2001; MARIATHASAN et al., 2006;
HITOMI et al, 2009). O inflamassoma NLRP3 €& o mais estudado e caracterizado
atualmente devido a sua capacidade de ser ativado por uma gama diversificada de

estimulos e sua implicacdo em varias doencas inflamatérias (BLEVINS et al., 2022).

Figura 10. Localizacdo do gene NLRP3 (1944).
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Fonte: https://ghr.nim.nih.gov/gene/NLRP3#location

A formacdo do inflamassoma NLRP3 ocorre em dois estagios: priming e

ativacdo (Figura 11) e inclui trés elementos: um receptor de reconhecimento de
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padrées moleculares (PRR); um dominio de recrutamento de caspase (ASC), que €
uma proteina adaptadora; e uma enzima, a caspase 1, que promove a maturagcado das
citocinas inflamatérias IL-1B8 e IL-18. Esse inflamassoma é ativado pelo
reconhecimento do gatilho pelos PRRs e interacdo da molécula adaptadora ASC,
causando a ativacao da caspase 1 (SONMEZ E OZEN, 2017; BLEVINS et al., 2022).

Figura 11. Mecanismo simplificado da formagé&o do inflamassoma NLRP3, dividido em dois

estagios: priming e ativagéo.
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Fonte: TOMASIK E BASAK (2022).

O inflamassoma NLRP3 desempenha um papel intrincado e importante no
sistema imune inato em resposta a uma variedade de estimulos. Apds a formacgéo do
inflamassoma NLRP3, a caspase-1 € liberada e ativa as citocinas pré-inflamatorias IL-
113 e IL-18. Essas citocinas continuam a cascata de sinalizacdo inflamatéria e recrutam
células imunes para combater infecgcdes ou curar lesbes. A ativacdo alterada de
NLRP3 leva a inflamacé&o crénica, um denominador comum de varias doencas que
causa e / ou estimula a patologia da doenca. O NLRP3 ¢é ativado e os niveis de IL-13
e IL-18 sdo regulados positivamente em doencas em que a patologia é acompanhada
por inflamacao (BLEVINS et al., 2022). Além da regulacdo da maturacao de citocinas

pré-inflamatérias, o inflamassoma NLRP3 também esta envolvido no controle da
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piroptose, definida como uma forma rapida e inflamatéria de morte celular programada
(DUEZ e POURCET, 2021).

2.3.3 GENE IL1-R

A familia de citocinas da interleucina-1 (IL-1) é composta por 11 isoformas,
todas as quais compartilham a caracteristica de induzir inflamacéo (ZHANG et al.,
2016). O gene IL1-R esta localizado no cromossomo 2 (2q14.1) (Figura 12), possuindo
sete éxons,sendo expressado em linfocitos B, mondcitos e fibroblastos, codifica uma
citocina pro-inflamatoria responséavel por recrutar células imunes inatas para o local
da infeccado (AFONINA et al, 2015).

Figura 12. Localizagdo do gene da IL-183 (2914.1).
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Fonte:https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL1B

A transcricdo de IL-1R é regulada por trés regifes principais: um promotor
proximal, um distal e um intensificador localizado 3 kb a montante do TSS (sitio de
inicio de transcricdo). IL-1[3 € um gene precoce imediato, o que significa que sua
expressao é regulada imediatamente apdés sinais pro-inflamatérios independentes da
neossintese de proteinas (CORNUT, BOURDONNAY E HENRI, 2020).

Em geral, a familia de citocinas IL-1 esta intimamente associada a imunidade
inata. Nesse sentido, como membro da familia IL-1, a IL-1R suporta a defesa do
hospedeiro contra infecgbes. Assim, a IL-13 produz uma resposta inflamatéria por
aumentar a expressdao de moléculas de adesdo em células endoteliais e
mesenquimais e por induzir a expressao génica de quimiocinas. Em particular, a IL-
13 recebeu mais atencdo do que outros membros da superfamilia IL-1 porque
desempenha um papel importante na patogénese de varios distlrbios
autoinflamatorios. Normalmente, a patogénese dessas doengas envolve um aumento
na secrec¢do de IL-13, que muitas vezes esta relacionada a uma ativacdo anormal da
enzima caspase-1 (CAMPBELL et al., 2016).
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2.4 GENE PTPN22

O gene PTPN22 (proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo 22) esta
localizado no cromossomo 1 (1p13.3-p13.1) (Figura 13) e codifica a lisina tirosina
fosfatase (LYP), desempenhando um papel central na manutencéo da tolerancia
imunolégica e na prevencdo da autoimunidade. (NIELSEN et al., 2007). O LYP é
considerado um poderoso inibidor da ativacdo de células T e contribui para sinalizar
cascatas iniciadas em diversos tipos de células do sistema imunoldgico, incluindo
células B e células do sistema imunoldgico inato (FOUSTERI, LIOSSIS e BATTAGLIA,
2013).

Figura 13. Localizagdo do gene PTPN22 (1p13.3-p13.1).
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Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTPN22&keywords=ptpn22

O gene PTPN22 tem papéis importantes nas respostas imunes inatas e
adaptativas, modulando a producao de citocinas. A perda de PTPN22 parece levar a
um desequilibrio na homeostase das citocinas, resultando em aumento da
suscetibilidade a doencas autoimunes. PTPN22 contém um dominio PTP N-terminal
e quatro motivos ricos em prolina (P1-4) na regido C-terminal. Varios SNPs no gene
PTPN22 estédo associados a doencas autoimunes (Figura 14) (TIZAOUI et al., 2021).
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Figura 14. Variantes do PTPN22 humano.
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Fonte: Adaptado de STANFOR e BOTTINI (2014).

O SNP 788G>A, classificado como protetor (rs33996649) causa uma substituicao
Arg263GIn no dominio catalitico PTPN22; o SNP 1858C>T, classificado como de
predisposicdo autoimune (rs2476601) causa uma substituicdo Arg620Trp no primeiro
motivo rico em prolina e contribui para a suscetibilidade genética de muitas doencas
autoimunes (Figura 15), sugerindo que semelhancas fundamentais estdo subjacentes
a sua patogénese; e o SNP -1123G>C também de predisposicado autoimune
(rs2488457) esta na regido promotora do gene PTPN22 (FOUSTERI, LIOSSIS e
BATTAGLIA, 2013; STANFOR e BOTTINI, 2014).
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Figura 15. Associagdes entre PTPN22 e doengas autoimunes.
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Fonte: Adaptado de TIZAOUI et al. (2021).

PTPN22 também pode promover a ativacdo do inflamassoma NLRP3
desfosforilando NLRP3 e impedindo seu sequestro no autofagossomo através de dois
alotipos distintos (Figura 16): PTPN22620W, que € uma variante de ganho de funcéo
e possui capacidade aprimorada de desfosforilar NLRP3 (isso leva ao aumento da
ativacdo do inflamassoma NLRP3); e PTPN22620R, que regula positivamente a

ativacdo de NLRP3 e subsequente liberacdo de IL-1b (ARMITAGE, WALLET e
MATHEWS, 2021).
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Figura 16. Ativacéo do inflamassoma NLRP3 pelo PTPN22.
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Fonte:

2.5 GENE CTLA-4

O gene CTLA-4 (antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos humano) esté localizado
no cromossomo 2 (2933.3) (Figura 17) com um tamanho de nucleotideo de cerca de
6,2 kb consistindo em quatro éxons (GHADERI, 2011). E um receptor inibitorio
pertencente a familia CD28 que € expresso principalmente em células T e consiste
em uma cauda citoplasmatica, uma parte transmembrana e um dominio extracelular
(VAN COILLIE, WIERNICKI e XU, 2020).

Figura 17. Localizacdo do gene CTLA-4 (2933.3).
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CTLA-4 ou CD152 é uma glicoproteina de superficie de células T que
desempenha um papel critico na prevencao de patologia autoimune e representa a
via inibitéria mais bem caracterizada para a ativacdo de células T (ROMO-TENA,
GOMEZ-MARTIN e ALCOCER-VARELA, 2013), regulando a iniciac&o, diferenciaco
e migracao de células T, que expressam CTLA-4 apés sua ativacdo, servindo como
mecanismo de controle de feedback para equilibrar a magnitude das respostas imunes
adaptativas, regulando a producédo de citocinas (LINGEL e BRUNNER-WEINZIERL,
2019). Polimorfismos no gene CTLA-4 podem contribuir para a patogénese de
doencas autoimunes através da sua expressao ou funcéo reduzida. Varios SNPs no
CTLA-4 demonstraram estar intimamente associados a AR (artrite reumatoide), lUpus
eritematoso sistémico (LES), esclerose mdultipla (EM), diabetes tipo 1 (DM1) e
miastenia gravis (MG) (Figura 18) (HOSSEINE et al., 2020).

Figura 18. Associac¢des entre CTLA-4 e doengas autoimunes.
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Fonte: Adaptado de HOSSEN et al. (2023).

Os aspectos fisiopatolégicos das doencas autoimunes sao influenciados pela
expressdo de CTLA-4, onde nas células T convencionais e T reguladoras
(CD+FoxP3+) pode inibir a patogénese da AR; atenua a funcdo imunossupressora
das células Treg e inibe as fun¢Bes das células T CD8 + CD28 + que afetam a
producéo de autoanticorpos pelas células B durante a patogénese do LES; pode ativar
células Treg e reduzir a atividade da MS; diferencia as células Treg CD4+CD25+ e
inibe a patogénese do T1D aumentando a secre¢do de IL-10 e TGF-b; diminui a

frequéncia de células Thl e Th17 e sua producao de citocinas em MG; desempenha
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um papel inibitério ao ativar as células Treg CD4+CD25+ e suas funcgbes
imunossupressoras na AITD; além disso, a interacdo do CTLA-4 com macréfagos
reduz a secrecao de citocinas proé-inflamatérias (IL-1 e IFN-g) e inibe o DM1 (HOSSEN
et al., 2023)
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Abstract

Down syndrome (DS), affecting 1 in 700 live births, is the most prevalent chromosomal
disorder among newborns. Recognizable by classical clinical features, they are
susceptible to various immunological misbalances named, autoimmune thyroid
disease, type 1 diabetes, alopecia, celiac disease, juvenile idiopathic arthritis and
vitiligo. Inflammasome, immune sensors responsible for inducing inflammatory
responses, is (mis)activated in several autoinflammatory and autoimmune diseases,
however there are still no studies on their role in individuals with DS. The present study
evaluated the expression profile of NLRP1, NLRP3 and IL-783 genes in DS, aiming to
understand their susceptibility to autoimmune/inflammatory diseases. In addition, we
assessed whether the DS individuals present a differential inflammatory response after
infection in vitro. For the gene expression assay, 20 individuals with DS and 15 healthy
individuals (control group) were included. mRNA levels from DS group showed 1.9-
fold change (FC) downregulation for NLRP1 (p=0.0001). For the in vitro assays, we
found 1.7 FC downregulation of NLRP1 (p=0.1879) when comparing cells treated with
lipopolysaccharide (LPS) stimuli to those without LPS. The differential expression of
NLRP1 in individuals with DS suggests a potential association with susceptibility to the
development of autoimmune/inflammatory diseases, but further analyzes are needed

to confirm this relationship.
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Introduction

Down syndrome (DS) or trisomy 21 (OMIM #190685, Online Mendelian
Inheritance in Man, an Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders) is a
genetic condition resulting from the presence and expression of three copies of genes
located on chromosome 21. It is the most common viable chromosomal aneuploidy in
humans (Migliori et al., 2009; Dieudonne et al., 2020; Santos et al., 2021). In Brazil,
DS occurs in approximately 1/700 newborns, and affects individuals of all races and
ethnic groups (Yaqoob et al., 2019; Bermudez et al., 2021).

Trisomy 21 is primarily attributed to meiotic non-disjunction, resulting in a
karyotype with the presence of 47 chromosomes (a condition known as free trisomy)
in approximately 95% of cases. Other contribution factors include chromosomal
mosaicism (2 to 4% of cases), Robertsonian translocation involving chromosome 21
with another acrocentric chromosome (occurring in between 1 and 3% of cases), and
chromosomal rearrangements involving the long arm of chromosome 21 (denoted as
the critical region of DS and called partial trisomy) (Oster-Granite et al., 2011,
Coppede, 2016; Bull, 2020). Cytogenetic analysis has an important role not only in
confirming the diagnosis of DS, but also in predicting the risk of recurrence and
providing essential information for future genetic counseling (Narayanan et al., 2013).

Immune-mediated diseases in individuals with DS often lead to complications
that can reduce life expectancy, including increasing susceptibility to infections,
hematological malignancies, and autoimmunity conditions (Ferrari and Stagi, 2021).
DS is well recognized for its association with multiple immunological alterations.
However, diagnosing autoimmune diseases in individuals with DS can be complicated
due to the masking effects of the syndrome's underlying characteristics, such as failure

to thrive, short stature and delayed puberty (Christiakov, 2007; Bull, 2020).
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The rapid advancement of inflammasome research has demonstrated important
roles for inflammasome activation in various diseases, both autoinflammatory and
autoimmune conditions (Kahlenberg and Kang, 2021). However, there is a gap in the
literature regarding the inflammasome'’s role in individuals with DS, a population known
for their heightened susceptibility to autoimmune diseases, which makes our study a
pioneer on the subject.

Inflammasomes play an important and vital role in the activation and subsequent
release of pro-inflammatory cytokines, exhibiting high expression in immune cells (Guo
et al., 2016; Bortolotti et al., 2018; Blevins et al., 2022). These molecular complexes
are responsible for regulating the immune response to both exogenous (Pathogen-
Associated Molecular Patterns, PAMPs) and endogenous (Damage-Associated
Molecular Patterns (DAMPS) factors. Dysregulation of inflammasome activation has
been associated with the development of various conditions, including cancer,
autoimmune diseases, metabolic disorders, and neurodegenerative diseases (Broz
and Dixit, 2016; Sonmez and Ozen, 2017; Bortolotti et al., 2018).

Individuals with DS have an increased risk of developing inflammatory,
infectious, and autoimmune diseases, which can significantly influence their quality of
life and life expectancy. However, the precise mechanism contributing to the
development of these clinical conditions remain not yet well understood. Therefore, the
objective of our study was to analyze and compare the expression profile of the
inflammasome genes NLRP1 (NLR, pyrin domain containing 1), NLRP3 (NLR, pyrin
domain containing 3) and IL-1B (Interleukin 1 B) in individuals with DS and in healthy
controls, as well as analyzing the expression profile of these genes in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) stimulated and not stimulated with lipopolysaccharide

(LPS) in these individuals, aiming to understand their susceptibility to
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autoimmune/inflammatory diseases and whether they present a response differential

inflammatory response after in vitro infection

Materials and methods
Patients and controls

The individuals with DS were recruited from University Group for Child
Rehabilitation (Grupo Universitario de Reabilitacdo Infantil, GURI) and a group formed
by parents and guardians of individuals with DS. Our study involved a sample
comprised 68 individuals with DS. Among these, 20 individuals were included in the
gene expression assay, with a mean age of 10.9 years (ages ranged from 8 to 14
years). Additionally, 10 participants with DS were included in gene expression assays
in PBMCs following stimulation with lipopolysaccharide (LPS).

The healthy control group (CT) consisted of 15 children and adolescents, with a
mean age of 11.7 years (ranging from 8 to 14 years). These participants did not have
DS and had no prior history of autoimmune or chronic inflammatory diseases. All
individuals in the study come from the state of Pernambuco (PE).

Our study was approved by the Research Ethics Committee of the Health
Sciences Center of the Federal University of Pernambuco (n°® 32478820.0.0000.5208).
All legal guardians of the individuals who patrticipated in this research provided their
informed consent by signing the Informed Consent Form. All participants voluntarily
contributed to the research.

Lymphocyte culture and G-banding

Cytological preparations for chromosomal analyzes were obtained from

lymphocyte cultures, and around 20 metaphases were analyzed with G-banding for

each individual, and in the case of chromosomal mosaicism, around 30 metaphases
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were analyzed per individual. The chromosomes were identified and classified
according to the International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) of
2020. The collection of biological material from DS individuals and the CT occurred

between August 2021 to July 2023.

PBMCs Culture, RNA extraction and cDNA synthesis

For the culture of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), 15 mL of venous
blood was collected from 10 individuals with DS, using tubes containing heparin as an
anticoagulant. PBMCs were isolated from whole blood using Histopaque - 1077
(Sigma). A total of 5 x 10 PBMCs per well were cultured in RPMI 1640 (Gibco)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Invitrogen, Life Technology, USA). The
PBMCs were cultivated in 12-well plates within an incubator with 5% CO; at 37 °C.
The culture for each individual was divided into two experimental stages: (1) Negative
culture - without stimulation (lasting 18 hours); (2) LPS stimulation (4 hours).
Inflammation was induced by exposing the cells to LPS at a concentration of 50 ng/ml
(Sigma).

Total RNA was isolated from PBMCs and peripheral blood using the Trizol®
reagent according to the manufacturer's instructions. Subsequently, RNA
guantification was carried out wusing the NanoDropTM equipment, using
spectrophotometry, to evaluate both the total concentration and purity of the RNA. The
isolayted RNA samples were stored in a —80 °C freezer for preservation.

The synthesis of complementary DNA (cDNA), utilizing a standard RNA
concentration of 500 ng, was carried out with the High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (ThermoFisher).
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Gene expression assay

The expression assay was performed using Tagman® type fluorogenic probes
for the target genes NLRP1 (Hs00248187_m1), NLRP3 (Hs00918082_m1l) and IL-78
(Hs01555410_m1). The relative expression of the target genes was normalized by
employing the endogenous genes EF1A (F- GAGGCTGCTGAGATGGGAAA and R-
CGTTCACGCTCAGCTTTCAG) and HPRT1 (F- ACAGGACTGAACGTCTTGCT and
R- GAGCACACAGAGGGCTACAA). These endogenous genes were used using the
Sybr Green methodology, selected based on their expression stability demonstrated
in peripheral blood and determined based on Genorm. Relative expression analysis

was performed using the normalization factor.

Clinical Laboratory Evaluations

All individuals who participated in the gene expression assay underwent
biochemical examinations in a specialized laboratory. These examinations
encompassed the assessment of various parameters, including: Ultrasensitive Thyroid
Stimulating Hormone (TSH) and free T4 (Free Thyroxine) levels, to detect thyroid
disorders; Glycated Hemoglobin (HbAlc) and Estimated Average Glucose (EMG)
measurements, which provide insights into diabetes; and dosage of Ultrasensitive C-
Reactive Protein (us-CRP), a marker inflammation.

Regarding us-CRP levels, the reference values for risk categorization were as
follows: Low risk: <0.1mg/dL; Medium risk: 0.1 to 0.2mg/dL; High risk: >0.2mg/dL; Very
high risk: >1mg/dL and Acute phase inflammatory diseases: >=1mg/dL. These
reference ranges enabled the classification of individuals based on their vitamin D

status and inflammation risk.
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Thyroid disease was defined and classified based on the following criteria:
subclinical hypothyroidism (SH), for cases where individuals exhibited “high” TSH
levels while maintaining normal free T4 levels at the time of diagnosis or without
medication, and Overt Hypothyroidism (OH), for cases displaying “high” TSH levels
coupled with “low” free T4 levels at any point in time. The categorization of “high” and
‘low” was determined based on individual reference ranges, with the following
reference values: TSH range of 0.30 to 4.20 ulU/mL, and free T4 levels between 0.82
to 1.62 ng/dL for.

The diagnosis of diabetes mellitus was defined when both the laboratory
reference values for glycated hemoglobin and estimated mean glucose equaled or

exceeded 6.5% and 126 mg/dL, respectively.

Statistical analysis

Gene expression assays were performed in technical duplicate, and the results
were presented as group means and standard deviations. Statistical analysis and
graphics were carried out using GraphPad software, version 8.0.0. To verify the
distribution of the samples, the Shapiro-Wilk normality test was performed.

In the normalized analyses, parametric tests such as Student's T-test or One-
Way ANOVA were applied, whereas non-parametric tests, the Mann-Whitney or
Kruskal-Wallis test, were applied in the non-normalized data. A significance level of p<

0.05 was adopted, with a 95% confidence interval.

Results
The cytogenetic analysis of the 68 individuals, comprising 38 men and 30

women, revealed a total of 60 patients exhibited free trisomy, constituting 88.2% of the
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cases. Additionally, six patients showed chromosomal mosaicism, accounting for 8.8%
of the cases, while two patients were identified with Robertsonian translocation,
representing 2.9% of the cases (Table 1).

Of the 68 individuals with DS, 20 of them were also evaluated for serum levels
of ultra-sensitive thyroid-stimulating hormone (TSH), free thyroxine (free T4), glycated
hemoglobin (HbAlc) and ultra-sensitive protein C (us-CPR) (Table 2). All individuals
had karyotype with free trisomy. Through the results it was possible to observe that
nine individuals had changes in TSH, eight of them compatible with subclinical
hypothyroidism and one with overt hypothyroidism; and eight individuals showed
changes in us-CPR. Furthermore, one individual had diabetes mellitus, HbAlc and
EMG values are available in table 3 (individual 8).

Regarding mRNA levels in peripheral blood, among the 68 individuals with DS,
expression assays for the NLRP1, NLRP3 and IL-18 genes were conducted on a
subset of 20 individuals (Figure 1). When compared to individuals in the healthy control
group (CT, n=15), we observed a downregulation of the NLRP1 gene of 1.8 times
(p<0.0001). In contrast, the NLRP3 (FC: 1.0; p=0.5887) and IL1 (FC: 1.0 (p=0.2248)
genes showed no difference in expression.

For PBMC mRNA levels for the NLRP1, NLRP3 and IL-78 genes (Figure 2)
among individuals with DS (n=10), we found downregulation of the NLRP1 of 1.7 times
(p=0.1879), and an upregulation of the NLRP3 and IL-18 genes by 1.4 times
(p=0.5889) and 1.0 times (p=0.2248), respectively, when comparing cells treated with
LPS stimulation in relation to cells that did not receive the stimulus.

Individuals were stratified into two groups based on changes in TSH and us-
CRP. Individuals with hypothyroidism (n=9) (Figure 3a), the mRNA levels showed an

upregulation of the NLRP1 gene of 1.0 times (p=0.7912), and a downregulation of the
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NLRP3 and IL-18 genes by 1.1 times (p=0.4785) and 1.4 times (p=0.3005),
respectively, when compared with individuals without hypothyroidism (n=11).

For the group with changes in us-CPR (n=8) (Figure 3b), the mRNA levels
demonstrated an upregulation of the NLRP3 gene by 1.0 times (p=0.7384), and a
downregulation of the NLRP1 and IL-78 genes by 1.0 times (p=0.8587) and 1.0 times
(p=0.9795), respectively, when compared to individuals who did not present the

change in us-CRP (n=12).

Discussion

The percentage of 88.2% of free trisomy cases in our study sample was slightly
lower than 95% reported in the literature (Oster-Granite et al., 2011; Coppede, 2016;
Bull, 2020). This variance can be explained to differences in birth prevalence, which
depend on maternal age, as well as the practice of prenatal diagnosis of DS followed
by termination of affected pregnancies (Yaqoob et al., 2019).

Regarding the expression of NLRP1, NLRP3 and IL- 78 genes in individuals with
DS, we found a downregulation of NLRP1 when compared with the healthy control
group. The NLRP1 gene exhibited the most pronounced difference in expression in
relation to the healthy control group and it was the only one that reached statistical
significance. The downregulation of NLRP1 and upregulation of NLRP3 and IL-78
genes may indicate an unbalanced immune response in individuals with DS.
Furthermore, upregulation of the NLRP3 and IL-18 genes can affect chronic
inflammation, potentially affecting the function of the endocrine system, possibly
contributing to metabolic problems such as obesity, insulin resistance and diabetes.

According to Verstegen and Kusters (2020), given that all aspects of the

immune system in individuals with DS present changes to some degree, disrupted
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cellular communication may play a role in decreased function and dysregulation of
gene expression. Consequently, the direct effect of this deregulated expression can
influence intracellular pathways, affecting fundamental cellular processes such as cell
division and mitochondrial function, in addition to those that are specific to immune
system cells.

In order to confirm autoimmune thyroid disease (AITD) in the nine individuals
who presented hypothyroidism, a thorough laboratory investigation involving
serological markers of thyroid autoantibodies would be essential, such as: anti-thyroid
stimulating hormone receptor antibody (anti-TSH-R) and anti-thyroid peroxidase
antibodies (anti-TPO). However, it is worth noting that autoimmune conditions such as
type 1 diabetes mellitus (DM1), AITD, alopecia, celiac disease (CD), juvenile idiopathic
arthritis, and vitiligo are known to occur at a higher rate among individuals with DS
when compared to those without DS (Bull, 2020).

An increased expression of several inflammasome components, including
NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC and caspase-1, along with their downstream
cytokines, namely IL-18 and IL-78, within thyroid tissues of patients with AITD was
observed by Guo et al. (2018). This finding highlights the association of altered
expression and activity of multiple inflammasomes with the pathogenesis of AITD in
humans. A downregulation of the NLRP1 and NLRP3 genes in individuals with DM1
was also observed by Liu et al. (2017), which is an autoimmune condition often
prevalent in individuals with DS. In our sample, one individual exhibited value above
the reference range for HbAlc and EMG, suggesting the possible presence of DM1.
These elevated values are indicative of potential diabetes, particularly Type 1 diabetes,

which is characterized by autoimmune destruction of insulin-producing beta cells in the
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pancreas. This finding underscores the complex and varied roles of inflammasomes in
autoimmune disorders and their relevance in individuals with DS.

In our analysis of the expression profile of the NLRP1, NLRP3 and IL-78 genes
in response to LPS stimulation in PBMCs, we observed an elevated expression of the
IL-78 gene. However, this increase was not statistically significant in the stimulated
cells. IL-718 is one of the main cytokines in the inflammatory response and can be
produced by various cell types, including monocytes and macrophages. Muendlein et
al. (2020) observed that macrophages, when activated by LPS, underwent pyroptosis,
a highly inflammatory form of cell death, and secreted IL-1B3. This process can be
initiated by activation of CASP-8, which in turn directly activated gasdermin (GSDMD)
and the NLRP3 inflammasome. This cascade of events resulted in both pyroptosis and
the maturation and release of IL-1B. These observations highlight the complex and
interconnected mechanisms involved in the production and release of IL-18 during an
inflammatory response, shedding light on the intricate pathways that govern immune
responses and inflammation.

It is worth noting that individuals with DS exhibit altered differentiation programs
in their CD8+ T as mechanism to avoid hyperactivation, overproduction of cytokines
and increased functionality (Arayaa et al., 2019). This phenomenon may explain for
the difference in the expression of the IL-18 gene within our study group. The
dysregulation of IL- 18 activity has been associated with a range of seemingly unrelated
diseases, such as type Il diabetes and gout (Menu and Vince, 2011). This underscores
the broad impact of IL-78 in various pathological conditions.

In our study, the analysis of serum levels of C-reactive protein (us-CRP), an
important marker of inflammation, revealed eight individuals with elevated levels.

However, when we compared these individuals to those without changes in this
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protein, we did not find a statistically significant difference between the two groups. It
is important to note, that a study conducted by Manti et al. (2018) investigated this
marker in a group of individuals with DS compared to those without DS, they showed
that ultrasensitive CRP (us-CRP) levels were significantly higher in individuals with DS.
This underscores the significance of analyzing CRP levels in DS individuals, and
highlights its potential relevance as an important marker in this context.

In conclusion, our analyzes may suggest potential evidence between the
NLRP1, NLRP3 and IL1B genes and susceptibility to autoimmune/inflammatory
diseases in individuals with DS. However, it is important to emphasize that more
comprehensive analyzes are needed to firmly establish the existence of this
relationship. Additional research and investigations will be essential to confirm and
elucidate the role of these genes in the context of autoimmune and inflammatory

conditions in individuals with Down syndrome.
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Table 1. Cytogenetic data of DS individuals.

61

Karyotypes N (%) I;e;:)ylj)g)(/&)c

47 XY, +21 32 (47,1) .
47 XX,+21 28 (41,2) 88,2%
47 XY,+21/46,XY 3 (4,4)
47 XX,+21/46,XX 1(1,5)
47 XY, +21/47 XXY 1(1,5) 8,8%
47 XX, +mar[13]/47,XX,+21[9]/48,XX,+2mar[3]/49,XX,+ 1(15)
3mar[2]/46,XX[3] '
46,XY,+21,der(21;22)(q10;q10) 1(1,5)
46,XY,+21,der(14;21)(q10;q10) 1(1,5) 2,9%

Total 68 100%
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Table 2. Serum levels of individuals with DS.

Free EMG
individual us-CRP TSH T4 HbAlc (mg/dL
(mg/dL) (pUImL) (ng/dL (%) )
)

1 0,05 6,46* 1,04 5,2% 103
2 0,02 2,95 1,11 5,3% 104
3 <0,02 4,14 1,23 5,5% 110
4 0,08 2,1 1,59 5,4% 109
5 0,19 1,45 0,92 5,1% 99
6 0,02 5,31* 0,86 4,5% 82
7 0,63* 5,38* 1,32 5,2% 102
8 0,79* 6,73* 1,44 8,0% 183*
9 0,41* 3,01 0,94 4,9% 95
10 0,17 49,32  0,77* 5,0% 97
11 0,33* 3,11 1,16 5,3% 104
12 0,02 4 1,12 5,0% 97
13 0,95* 3,61 1,56 5,0% 96
14 0,55* 4,47* 1,13 5,6% 114
15 0,27* 2,97 1,14 5,8% 119
16 0,15 16,96* 1,04 4,6% 86
17 0,15 2,76 1,37 4,6% 86
18 0,19 11,65* 1,44 5,6% 115
19 0,11 4,18 1,21 5,2% 102
20 0,29* 9,35* 0,97 5,6% 115

* in us-CRP indicates that the levels corresponded to high risk for acute phase
inflammatory diseases, and in the TSH, free T4 and EMG column that the value was

outside the range of reference.
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Figure 1. Expression profile of the NLRP1 (p<0,0001), NLRP3 (p=0,5887) and /L1
(p=0,2248) genes in individuals with DS versus the healthy control group

(CT).
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Figure 2. Expression profile of NLRP1 (p=0,1879), NLRP3 (p=0,5889) and /L1

(p=0,0775) genes in PBMCs from individuals with DS with (LPS+) and

without (LPS-) LPS stimulation.
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Figure 3. Expression profile of the NLRP1, NLRP3 and /L1 genes. a) Individuals with
DS with hypothyroidism versus without hypothyroidism: NLRP1 (p=0,7912),
NLRP3 (p=0,4785) and IL1( (p=0,3005); b) Individuals with altered us-CRP

versus individuals without changes in us-CRP: NLRP1 (p=0,8587), NLRP3

(p=0,7384) and IL18 (p=0,9795).
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Resumo

A sindrome de Down (SD) possui uma incidéncia estimada de 1:700 nascidos vivos.
Os individuos com SD apresentam uma extensa desregulacdo do sistema
imunolégico, e isso favorece a predisposicdo a doencas autoimunes e inflamatorias
cronicas. No entanto, 0 mecanismo preciso que contribui para o desenvolvimento
destas condicdes clinicas ainda ndo € bem compreendido. Estudos envolvendo genes
com fung¢des importantes na manutengcdo da homeostase do sistema imunolégico,
como o CTLA-4 e PTPN22 s&o numerosos na literatura, no entanto o perfil de
expressdo desses genes na SD ainda néo foi avaliado. Nesse trabalho, avaliamos o
perfil de expresséo dos genes CTLA-4 e PTPN22 em individuos com SD. Um total de
68 individuos foram cariotipados, 60 apresentavam trissomia livre (88,2%). A
expressao relativa do CTLA-4 e do PTPN22 no sangue periférico de 20 individuos
com SD e 15 controles saudaveis foi determinada por qPCR. Uma comparacéo 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). Nos individuos com SD, nenhuma diferenca significativa foi encontrada na
expressdo do PTPN22 (FC: +1,17; p=0,8804) em relacdo aos controles, mas houve
uma expressao significativamente menor do CTLA-4 (FC: -1,49; p=0,0047). A
expressao reduzida do CTLA-4 sugere uma provavel contribuicdo para o desequilibrio

imunoldgico na SD devido a sua funcéo ineficiente.

Palavras-chave: Sindrome de Down; mRNA; Expressao génica; Autoimunidade.
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Introducéo

A sindrome de Down (SD) € um disturbio genético causado por uma trissomia
parcial ou completa do cromossomo 21 (Franceschi et al., 2019). Ela esta entre as
condicdes genéticas mais complexas e a aneuploidia autossdmica mais frequente
compativel com a sobrevivéncia humana, com uma incidéncia estimada de 1:700
nascidos vivos (Antonarakis, 2016; Paz-Y-Mifio et al., 2020). O cari6tipo mais
prevalente na sindrome é a trissomia livre, mas podem ser observados outros
cariotipos, como mosaicismo cromossémico ou, alteragdes estruturais envolvendo o
cromossomo 21, como translocac¢des Robertsonianas (Antonarakis et al., 2020).

Os individuos com a sindrome apresentam uma variedade de manifestacfes
clinicas que podem afetar multiplos sistemas, principalmente o0s sistemas
musculoesquelético, cardiovascular e neuroldgico (Antonarakis et al., 2020). Além
disso, nesses individuos, os disturbios enddcrinos, como disfuncao da tireoide, baixa
densidade Oéssea, diabetes, baixa estatura, infertilidade e propensdo a
sobrepeso/obesidade sdo muito mais comuns que na populacdo em geral (Whooten
et al., 2018).

Entre as anormalidades enddcrinas, as disfuncdes tireoidianas sdo as mais
comuns que coexistem em criangas 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). Dentre essas disfuncdes, o hipotireoidismo subclinico € a apresentacdo mais
frequente em criancas com SD (Szeliga et al., 2022). Em relacdo as doencas
autoimunes da tireoide, a tireoidite de Hashimoto (TH) € mais comum que a doenca
de Graves (Amr, 2018; Whooten et al., 2018; Mulu; Fantahun, 2022).

A SD é a sindrome genética mais frequentemente associada a desregulacao
imune (Cruz et al., 2009) e os individuos apresentam taxas de doencas autoimunes
e/ou inflamatdrias crénicas, como doencas autoimunes da tireoide, diabetes mellitus
tipo 1 e obesidade, de aproximadamente quatro a seis vezes maior do que a
populacdo em geral (Ferrari. Stagi, 2021).

Os fendtipos resultantes da SD estdo relacionados a superexpressdo dos
genes localizados no cromossomo 21, resultando em interacdes desequilibradas com
outros genes, o0 que pode levar a desregulacdo da expresséo de genes que ndo estao

no cromossomo 21 (Asim et al., 2015).
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Os genes Cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-4 (CTLA-4) e o Tyrosine-
protein phosphatase non-receptor type 22 gene (PTPN22) atuam como importantes
reguladores negativos da resposta imune. O primeiro € um regulador crucial da
homeostase e da autotolerancia das células T e sua expresséo e fun¢ao biologica sdo
importantes para a regulacdo negativa das respostas dessas células (Mitsuiki et al.,
2018). Enquanto o PTPN22 atua como regulador negativo da sinalizagdo dos
receptores de células T e B (Armitage; Wallet; Mathews, 2021).

Ha vérios estudos mostrando que alteracfes na expressao dos genes CTLA-4
e PTPN22 podem estar associadas a doencas autoimunes e/ou inflamatérias na
populacdo em geral, porém ndo ha estudos avaliando o perfil de expressao desses
genes em individuos com SD, mesmo eles sendo mais susceptiveis a essa categoria
de doencas. Diante disso, 0 objetivo do nosso estudo foi avaliar o perfil de expresséo
desses genes emindividuos com SD, com o intuito de aprofundar nossa compreensao
de sua suscetibilidade a doengas autoimunes e inflamatoérias. Além disso, esperamos
contribuir para o avanco do conhecimento sobre os mecanismos que ligam a SD a
essas condicbes patologicas, buscando proporcionar novas perspectivas para o

desenvolvimento de estratégias diagnosticas e terapéuticas mais eficazes.

Materiais e métodos
Pacientes e controles

Os individuos com SD foram recrutados do Grupo Universitario de Reabilitacao
Infantil (GURI) e de um grupo formado por pais e responsaveis de individuos com SD.
Nosso estudo envolveu uma amostra composta por 68 individuos com SD. Dentre
estes, 20 individuos foram incluidos no ensaio de expresséo génica, com idade média
de 10,9 anos (idades variaram de 8 a 14 anos).

O grupo controle saudavel (CT) foi composto por 15 criancas e adolescentes,
com idade média de 11,7 anos (variacdo de 8 a 14 anos). Esses participantes nao
tinham SD e nédo tinham histéria prévia de doencas autoimunes ou inflamatérias
cronicas. Todos os individuos do estudo sédo procedentes do estado de Pernambuco
(PE).

Nosso estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (n°
32478820.0.0000.5208). Todos o0s responsaveis legais dos individuos que

participaram desta pesquisa forneceram seu consentimento informado mediante
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assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Todos os participantes

contribuiram voluntariamente para a pesquisa.

Cultura de linfécitos e bandeamento G

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas a partir de culturas de linfocitos,
sendo analisadas cerca de 20 metafases com bandeamento G para cada individuo e,
no caso do mosaicismo cromossémico, foram analisadas cerca de 30 metafases por
individuo. Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o
Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN) de 2020. A
coleta de material biolégico de individuos com SD e o CT ocorreu entre agosto de
2021 ajulho de 2023.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi isolado do sangue periférico utilizando o reagente Trizol® de
acordo com as instrucdes do fabricante. Posteriormente, foi realizada a quantificacéo
do RNA utilizando o equipamento NanoDropTM, por espectrofotometria, para avaliar
tanto a concentracao total quanto a pureza do RNA. As amostras de RNA isoladas
foram armazenadas em freezer a —80 ° C para preservacao.

A sintese de DNA complementar (cDNA), utilizando uma concentracao padrao
de RNA de 500 ng, foi realizada com o kit de transcricdo reversa de cDNA de alta

capacidade (ThermoFisher).

Ensaio de expresséao génica

O ensaio de expressédo foi realizado utilizando sondas fluorogénicas do tipo
Tagman® para os genes alvo CTLA-4 (Hs.00175480) e PTPN22 (Hs.01587526). A
expressao relativa dos genes alvo foi normalizada empregando os genes endégenos
EF1A (F-GAGGCTGCTGAGATGGGAAA e R-CGTTCACGCTCAGCTTTCAG) e
HPRT1 (F-ACAGACTGAACGTCTTGCT e R-GAGCACACAGAGGGCTACAA). Esses
genes endogenos foram utilizados pela metodologia Sybr Green, selecionados com
base na estabilidade de expressdo demonstrada no sangue periférico e determinada
com base no Genorm. A analise da expressao relativa foi realizada utilizando o fator

de normalizacéo.
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Avaliagdes laboratoriais clinicas

Todos os individuos que participaram do ensaio de expressao génica foram
submetidos a exames bioquimicos em laboratério especializado. Esses exames
abrangeram a avaliacdo de varios parametros, incluindo: niveis ultrassensiveis de
hormoénio estimulador da tireoide (TSH) e T4 livre (tiroxina livre), para deteccao de
distdrbios da tireoide; Medigbes de hemoglobina glicada (HbAlc) e glicose média
estimada (EMG), que fornecem informacg@es sobre diabetes; e dosagem de Proteina
C Reativa Ultrassensivel (us-CRP), um marcador de inflamacéo.

Em relacdo aos niveis de PCR-us, os valores de referéncia para categorizacdo
de risco foram os seguintes: Baixo risco: <0,1mg/dL; Risco médio: 0,1 a 0,2mg/dL;
Alto risco: >0,2mg/dL; Risco muito alto: >1mg/dL e Doencas inflamatérias de fase
aguda: >=1mg/dL. Esses intervalos de referéncia permitiram a classificacdo dos
individuos com base no risco de inflamacéao.

As doencas da tireoide foram definidas e classificadas com base nos seguintes
critérios: hipotireoidismo subclinico (HS), para casos em que os individuos
apresentavam niveis “altos” de TSH, mantendo niveis normais de T4 livre no momento
do diagnéstico ou sem medicacéo, e Hipotireoidismo evidente (HE), para casos que
apresentam niveis “altos” de TSH juntamente com niveis “baixos” de T4 livre em
qualquer momento. A categorizagao em “alto” e “baixo” foi determinada com base em
faixas de referéncia individuais normais, com os seguintes valores de referéncia: faixa
de TSH de 0,30 a 4,20 plU/mL e niveis de T4 livre entre 0,82 a 1,62 ng/dL.

O diagnastico de diabetes mellitus foi definido quando os valores de referéncia
laboratoriais para hemoglobina glicada e glicose média estimada igualaram ou

excederam 6,5% e 126 mg/dL, respectivamente.

Anélise estatistica

Os ensaios de expressdo génica foram realizados em duplicata técnica e os
resultados foram apresentados como médias de grupo e desvios padrdo. A analise
estatistica e os gréaficos foram realizados no software GraphPad, verséo 8.0.0. Para
verificar a distribuicdo das amostras foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk.

Nas analises normalizadas foram aplicados testes paramétricos como teste T
de Student ou One-Way ANOVA, enquanto testes ndo paramétricos, teste de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis, foram aplicados nos dados nédo normalizados. Foi adotado

nivel de significancia p< 0,05, com intervalo de confianca de 95%.
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Resultados

Anédlise citogenética

Todos os 68 individuos clinicamente diagnosticados com SD tiveram os
cariétipos 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
cariétipos apresentaram mosaicismo cromossémico (8,8%) e translocacao
Robertsoniana (2,9%).

Tabela 1. Caracterizacdo citogenética dos individuos com SD.

o 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)
47 XY ,+21/47 XXY 1(1,5) 8,8%
47 XX, +mar/47,XX,+21/48,XX,+2mar/49,XX, 1(L5)
+3mar/46,XX ’
46,XY,+21,der(21;22)(q10;910) 1(1,5) 0 90t
,9Y%
46,XY,+21,der(14;21)(q10;910) 1(1,5)
Total 68 (100) 100%

Exames bioquimicos e achados clinicos

Por meio dos exames bioquimicos realizados nos 20 individuos com SD,
observamos que as doencas endocrinas foram diagnosticadas em 50% dos
individuos. O hipotireoidismo (doenca da tireoide) foi observado em 45% dos
individuos. E um individuo apresentou diagnostico de diabetes mellitus (DM) (Tabela
2).



Tabela 2. Doencas enddcrinas dos individuos com SD.
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Clinica da SD N %
Sem doencas enddcrinas identificadas 10 50
Doencgas endocrinas
DM 1 5
Doencgas da tireoide
HS 8 40
HE 1 5
Total 20 100

hipotireoidismo subclinico; HE, hipotireoidismo evidente; DM, diabetes mellitus.

Na tabela 3 estéo disponiveis os niveis séricos individuais de PCR-us, TSH, T4

livre, HbAlc e GME dos 20 individuos com SD. Em relacédo a dosagem da PCR-us, 8
individuos (40%) apresentaram alto risco para doencas inflamatoérias 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.
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Tabela 3. Niveis séricos individuais dos pacientes com SD.

PCR-us TSH T4 livre HbAlc GME

Individuos — /dl)  UUmML)  (ngldL) (%)  (mg/dL)
1 0.05 6.46% 1,04 52% 103
2 0,02 2,95 111 53% 104
3 <0,02 414 123 556 110
4 0,08 21 159  54% 109
5 0.19 1,45 092  51% 99
6 0,02 5,31* 0,86  45% 82
7 0,63* 5,38+ 132 520 102
8 0,79* 6,73+ 1,44  80% 183
9 0.41* 3.01 094  49% 95
10 017 4932  077*  50% 97
11 0,.33* 311 116  53% 104
12 0,02 4 112 50% 97
13 0,05* 3,61 156  50% 96
14 0,55+ 447 113 56% 114
15 0,27+ 2.97 114  58% 119
16 0,15 16,96 1,04  46% 86
17 0.15 276 137  46% 86
18 0,19 11,65 144  56% 115
19 0.11 418 121 520 102
20 0,29% 9,35+ 097  56% 115

* na PCR-us indica que os niveis foram correspondentes a alto risco para doencas
inflamatorias de fase aguda, e na coluna do TSH e T4 livre que o valor estava fora
do intervalo de referéncia.

Ao avaliarmos os valores de PCR-us com relacdo aos valores de TSH (Grafico
1) e GME (Grafico 2) dos 20 individuos, ndo observamos correlacéo estatisticamente

significativa.
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Grafico 1. Correlacéo entre os niveis de PCR-us e TSH de 20 individuos com SD.
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Grafico 2. Correlagéo entre os niveis de PCR-us e GME de 20 individuos com SD.
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Ensaio de expresséo dos genes CTLA-4 e PTPN22
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Ao compararmos 0s hiveis de mRNA dos genes CTLA-4 e PTPN22 em

individuos com SD (n=20) e nos controles saudaveis (n=15), observamos uma

regulacdo negativa do gene CTLA-4 de —-1,49 vezes (FC) nos individuos com SD

(p=0,0047). O gene PTPN22 apresentou uma regulacado positiva de 1,17 nos
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individuos com SD em relagdo aos controles, porém ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p=0,8804) (Figura 1).
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Figural. Expressdo dos genes CTLA-4 e PTPN22 em individuos com SD e controles saudaveis (CT).

O asterisco (*) indica que o valor-p foi estatisticamente significativo (p<0.05).

Ensaio de expressdo dos genes CTLA-4 e PTPN22 em relacdo a presenca de
hipotireoidismo e a dosagem da PCR-us

Ao analisar a expressao génica estratificando a amostra SD (n=20) em relacao
ao hipotireoidismo, ou seja, um grupo caso de individuos com hipotireoidismo (n=9) e
um grupo controle sem hipotireoidismo (n=11), ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas na expressédo de ambos os genes (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo dos genes CTLA-4 e PTPN22 em individuos com SD e hipotireoidismo vs

individuos com SD sem hipotireoidismo. Sem diferencas estatisticas significativas.

Realizamos também uma segunda estratificacdo da amostra SD para
compararmos a expressao génica em relacdo aos niveis de PCR-us referente ao alto
risco para desenvolvimento de doencas inflamatorias de fase aguda (n=8) e individuos
com dosagem da PCR-us de médio a baixo risco (de acordo com os valores de

referéncia) (n=12), e novamente ndo observamos diferencas estatisticamente

significativas (Figura 3).
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Figura 3. Expressao dos genes CTLA-4 e PTPN22 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 doencas inflamatérias de fase aguda. Sem diferencas estatisticas

significativas.

Discussao

Em nossos resultados, a trissomia livre do cromossomo 21 estava presente em
88,2% dos casos. Contudo, encontramos uma frequéncia de mosaicismo
cromossomico de 8,8%, sendo maior do que geralmente é relatada (Vici¢ et al., 2017;
Jaiswal; Kumar; Rai, 2021). Esses achados sdo congruentes com os relatados por
Chandra et al. (2010), em um estudo envolvendo 1.020 individuos com SD, no qual,
83,8% dos cariotipos apresentaram trissomia livre, 10,8% moisaicismo cromossémico
e 5% translocacfes Robertsonianas. Com base nisso, pode-se inferir que diferencas
na frequéncia dessas duas formas classicas, menos predominantes da SD, podem
nao estar necessariamente relacionadas ao tamanho da amostra.

No presente estudo, 45% dos individuos avaliados apresentaram
hipotireoidismo, sendo cinco do sexo feminino e quatro do sexo masculino. Em uma
analise retrospectiva de registros conduzidos por Pierce, Lafranchi e Pinter (2017), foi
observado que a ocorréncia da doenca 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 transitéria e ndo relacionada ao sexo, obesidade ou outras

comorbidades.
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A prevaléncia de HS em criangcas com SD € maior do que na populacdo
pediatrica saudavel em geral, com frequéncia relatada de até 81,8% (Szeliga et al.,
2022). Esse dado esta de acordo com nossos resultados, visto que o HS foi o disturbio
da tireoide mais prevalente, presente em 40,9% dos individuos com SD. De acordo
com a literatura, grande parte do HS na SD n&o esta relacionado a autoimunidade,
sendo recomendada a verificagdo de anticorpos antitireoidianos apenas em casos
selecionados (Pierce; Lafranchi; Pinter, 2017; Pepe et al., 2020; Szeliga et al., 2022).

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

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 expressao dos genes CTLA-4 e PTPN22
na populacdo em geral. Porém, até agora, sO 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.

Reducbes mais sutis na expressao ou funcdo do gene CTLA-4 podem
determinar a suscetibilidade a doencas autoimunes comuns, visto que o CTLA-4 é um
importante regulador negativo da resposta imune mediada por células T e a expressao
e a funcao biologica dele sédo importantes para a regulacdo negativa dessas células
(Anjos et al., 2002; Hosseini et al., 2020). Em nosso estudo, o CTLA-4 foi 1,49 vezes
menos expresso nos individuos com SD do que nos controles (p=0,0047). Assim,
pode-se presumir que a regulacédo negativa do CTLA-4 possivelmente contribui para
o desequilibrio imunolégico frequentemente relatado na sindrome.

Niveis de mRNA significativamente baixos de CTLA-4 foram relatados em
pacientes com hipotireoidismo autoimune em comparagao com os controles (Patel et
al., 2016). Segundo os autores, a regulacdo negativa foi influenciada por
polimorfismos +49A/G e 3' UTR CT60A/G do gene CTLA4, sugerindo que variantes
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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 expresséo 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 proliferacao de
células T lapicas foi prejudicada, sendo esse defeito associado a exclusdo de CTLA-
4 dos microdominios lipidicos, o que poderia explicar a sua perda de funcdo nas
células T de pacientes com LES (Jury et al., 2010).

Neste trabalho, os individuos com SD mostraram niveis de expressao de mRNA
do PTPN22 1,17 vezes maior que o CT, porém essa expressao nao diferiu
significativamente (p=0,8804). Sendo assim, a expressao génica do PTPN22 néo
parece estar relacionada com a susceptibilidade de doencas autoimunes/inflamatorias
em individuos com SD.

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 exacerbacéo grave a expressao foi
guase esgotada, sugerindo que Lyp (proteina codificada pelo gene PTPN22)
desempenha um importante papel regulador e sua auséncia contribui para a resposta
inflamatoria e atividade da doenca no LES (Machado-Contreras et al., 2015). Em uma
coorte de pacientes egipcios com AR foi observada uma significativa expressao
negativa de PTPN22 e positiva de CTLA-4 em comparacdo aos controles saudaveis
(P=0,0001 e P=0,005, respectivamente) (Abdelnaby et al., 2022).

Devido a funcdo exercida pelo CTLA-4 no sistema imunolégico, a sua
expressao reduzida nos individuos com SD sugere uma provavel contribuicdo para o
desequilibrio imunologico frequentemente relatado na sindrome. Em razdo de ser a
primeira vez que se observa uma relacao entre a expressdo do CTLA-4 e a SD, séo
necessarias mais pesquisas para garantir a precisao desse resultado. Estudos futuros
em outras coortes com SD que investiguem a influéncia de genes reguladores
imunoldgicos, como o CTLA-4 e o PTPN22, serdo importantes para estabelecer uma
melhor compreenséo das possiveis interacdes génicas na sindrome e do que poderia
levar a uma expressao diferencial observada do gene CTLA-4 nesses individuos, bem

como uma possivel associacdo da expressdo com doencas autoimunes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A percentagem de 88,2% de casos de trissomia livre na amostra do nosso
estudo foi ligeiramente inferior aos 95% comummente relatados na literatura (Oster-
Granite et al., 2011; Coppede, 2016; Bull, 2020). Porém, em um estudo realizado por
Chandra et al. (2010) que envolvia 1.020 individuos com SD, 83,8% dos cariotipos
apresentaram trissomia livre. Esta variagdo pode ser explicada pelas diferencas na
prevaléncia de nascimentos, que dependem da idade materna, bem como pela pratica
de diagnéstico pré-natal da SD seguida de interrupcao das gestacBes afetadas
(Yaqoob et al., 2019).

Em relacdo a expresséao dos genes NLRP1, NLRP3, IL-18, CTLA-4 e PTPN22
em leucdcitos totais de individuos com SD, encontramos uma regulacdo negativa de
NLRP1 e CTLA-4 quando comparado com o grupo controle saudavel e foram os
unicos que apresentaram significancia estatistica. O gene NLRP1 apresentou a
diferenca de expressdo mais pronunciada em relacdo ao grupo controle saudavel. A
regulacdo negativa de NLRP1 e CTLA-4 e a regulacao positiva dos genes NLRP3, IL-
18 e PTPN22 podem indicar uma resposta imune desequilibrada em individuos com
SD. Além disso, a regulacdo positiva dos genes NLRP3 e IL-18 pode afetar a
inflamacé@o cronica, afetando potencialmente a funcdo do sistema enddcrino,
possivelmente contribuindo para problemas metabdlicos como obesidade, resisténcia
a insulina e diabetes.

De acordo com Verstegen e Kusters (2020), dado que todos os aspectos do
sistema imunoldgico em individuos com SD apresentam alteracdes em algum grau, a
comunicacao celular interrompida pode desempenhar um papel na diminuicdo da
funcdo e na desregulacéo da expressao génica. Consequentemente, o efeito direto
desta expressao desregulada pode influenciar vias intracelulares, afetando processos
celulares fundamentais como a divisao celular e a funcao mitocondrial, além daqueles
gue sao especificos das células do sistema imunolégico.

Em relacdo ao do perfil de expressdo dos genes do inflamassoma NLRP1,
NLRP3 e IL-18 em resposta a estimulacdo com LPS em PBMCs, observamos uma
expressao elevada do gene IL-18. No entanto, este aumento néo foi estatisticamente
significativo nas células estimuladas. A IL-18 é uma das principais citocinas na
resposta inflamatéria e pode ser produzida por varios tipos de células, incluindo

mondcitos e macréfagos. Muendlein et al. (2020) observaram que macrofagos,
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quando ativados por LPS, sofreram piroptose, forma altamente inflamatéria de morte
celular, e secretaram IL-13. Este processo pode ser iniciado pela ativacdo do CASP-
8, que por sua vez ativou diretamente a gasdermina (GSDMD) e o inflamassoma
NLRP3. Esta cascata de eventos resultou tanto na piroptose quanto na maturacao e
liberacdo de IL-18. Estas observacdes destacam o0s mecanismos complexos e
interligados envolvidos na producao e libertacdo de IL-18 durante uma resposta
inflamatéria, lancando luz sobre as intrincadas vias que governam as respostas
imunitarias e a inflamacéo.

No presente estudo, 45% dos individuos avaliados apresentaram
hipotireoidismo. Em uma analise retrospectiva de registros conduzidos por Pierce,
Lafranchi e Pinter (2017), foi observado que a ocorréncia da doencga da tireoide na SD
era mais comum e se manifestava em uma idade mais precoce do que na populacao
em geral, além de ser frequentemente transitéria e ndo relacionada ao sexo,
obesidade ou outras comorbidades.

No entanto, para confirmar a doenca autoimune da tireoide (DAIT) nos nove
individuos que apresentaram hipotireoidismo, seria essencial uma investigacao
laboratorial minuciosa envolvendo marcadores sorologicos de autoanticorpos
tireoidianos, tais como: anticorpo anti-receptor do horménio estimulador da tireoide
(anti-TSH-R) e anticorpos anti-tiredide peroxidase (anti-TPO). No entanto, vale
ressaltar que condi¢cdes autoimunes como diabetes mellitus tipo 1 (DM1), DAIT,
alopecia, doenca celiaca (DC), artrite idiopatica juvenil e vitiligo sdo conhecidas por
ocorrerem em maior taxa entre individuos com SD quando comparados a aqueles sem
SD (Bull, 2020).

No que diz respeito aos niveis séricos de proteina C reativa (PCR-us),
importante marcador de inflamacao, nosso estudo revelou oito individuos com niveis
elevados. Porém, guando comparamos esses individuos com aqueles sem alteracées
nessa proteina, ndo encontramos diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos. E importante notar que um estudo realizado por Manti et al. (2018)
investigaram esse marcador em um grupo de individuos com SD em comparagcdo com
aqueles sem SD, mostraram que os niveis de PCR ultrassensivel (PCR-us) foram
significativamente maiores em individuos com SD. Isto ressalta a importancia da
analise dos niveis de PCR em individuos com SD e destaca sua relevancia potencial

como um marcador importante neste contexto.
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CONCLUSOES

1. A andlise dos niveis de expressdo do mRNA dos genes do inflamassoma - Nirp1,
NIrp3 e IL-18 — revelou uma regulacdo negativa com significancia estatistica para
o0 gene NLRP1 em relacdo ao grupo controle saudavel. Essa regulacao negativa de
NLRP1 e a regulagdo positiva dos genes NLRP3 e IL-78 podem indicar uma
resposta imune desequilibrada em individuos com SD.

2. A analise dos niveis de expressdo do mRNA dos genes do inflamassoma em cultura
de PBMCs com e sem estimulo por LPS nédo revelou diferenca estatistica na
expressdo apos a estimulacdo. Porém, a expressao negativa de NLRP1 e
expressao positiva de IL-78 também podem indicar um desequilibrio na resposta

imune de individuos SD.

3. A analise dos niveis de mRNA dos genes CTLA-4 e PTPN22 revelou uma
expressao reduzida do CTLA-4 em individuos SD em comparacao aos controles e
um equilibrio na expressdo do PTPN22 nos dois grupos. Mais uma vez, essa
desregulagéo génica pode estar ligada ao desequilibrio imunoldgico em individuos
SD.
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ANEXO A - PARECER SUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ENVOLVENDO SERES HUMANOS CCS-UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de polimorfismos e expressao de genes relacionados as
doencas autoimunes/inflamatdrias em pacientes com sindrome de Down Pesquisador:
JULIANA VIEIRA DE BARROS ARCOVERDE Area Temaética:

Versao: 2

CAAE: 58177422.2.0000.5208

Instituicao Proponente:CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.482.843

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado apresentado pela Discente Juliana Vieira de Barros
Arcoverde, regularmente matriculada no Programa de P6s-Graduacao em Genética, CB, UFPE,
sob a orientacdo da Prof.2 Dr? Neide Santos Co-orientacdo da Prof.2 Dr? Jaqueline de Azevedo
Silva.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL

Investigar associacGes entre polimorfismos dos genes NLRP1, NLRP3, PTPN22, CTLA-4 e
VDR coma susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas autoimunes/inflamatérias e o
perfil de expressdo de marcadores moleculares do inflamassoma em pacientes com sindrome
de Down (SD).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estratificar os pacientes em categorias de acordo com o cariétipo;

2. Verificar se existe associacdo entre os polimorfismos, rs2670660 (NLRP1); rs35829419,
rs10754558,rs12239046, rs4925659 (NLRP3); rs2476601 (PTPN22); rs231775, rs3087243
(CTLA-4); rs2228570 e rs11568820 (VDR) com a susceptibilidade no desenvolvimento de
doencas autoimunes/inflamatorias crénicas em pacientes com sindrome de Down;

3. Avaliar os niveis de expressdo dos genes NIrpl e Nirp3, VDR, PTPN22 e CTLA-4 em
pacientes SD econtroles;

4. Avaliar os niveis de expressao de IL-1, IL-18 e IL-6 em pacientes SD e nos controles.
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: a pesquisadora refere o risco inerente a coleta de sangue para realiacdo dos exames e
descreveu a minmizacdo de forma adequada. Foi anexado termo de compromisso e
confidencialidade.

BENEFICIOS: A pesquisadora refere que este trabalho ndo trara beneficios diretos aos
pacientes, mas, a partir da analise nas diferengas entre os genes relacionados com doencas
autoimunes/inflamatorias serd possivel um melhor entendimento do papel desses genes no
aumento dessas doencas em pessoas com sindrome de Down, visando a definicdo de futuras
estratégias terapéuticas, em busca de tratamentos mais eficazes.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O tema é importante. O estudo sera do tipo transversal, analitico com comparacéo de grupos
(caso — controle) com amostras independentes constando de dados nominais (gendtipo). Nesse
estudo serdo analisados 200 pacientes clinicamente diagnosticados com a sindrome de Down
provenientes de ONGs (foi anexada a carta de anuéncia do GURI). Outras ONGs ainda estéo
sendo contactadas.

Serdo coletados de cada participante 8 ml de sangue em tubos contendo heparina e EDTA. No
momento da coleta sera feito um pequeno questionario sobre resultados de exames de rotina,
como hemograma e exames hormonais.

O material extraido das amostras de sangue, caracterizado como biorepositério, ficara guardado
num freezer no Laboratdrio 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.

Na amostra do grupo controle serdo utilizados DNA de individuos saudaveis, sem SD e sem
doencas autoimunes/inflamatérias cronicas, disponibilizados pelo Laboratério de Biologia
Molecular do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e um segundo grupo
controle de individuos com SD, sem doencas autoimunes/inflamatérias crénicas triados a partir
da amostra de pacientes (A triagem sera feita por meio de um pequeno questionario para a
obtencdo dos dados de exame de rotina, como hemograma e exames hormonais).

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

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram anexados: 1 - Folha de rosto; 2 - Declaracao 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.

Recomendacdes:

Né&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:
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As exigéncias foram atendidas e o protocolo estda APROVADO, sendo liberado para o inicio da
coleta de dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto so sera dada apds
0 envio do Relatorio Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de
Relatério Final para envia-lo via “Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do
link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no site do CEP/CCS/UFPE. Apoés apreciacao
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 Resolu¢cdo 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 execucdo, é obrigatorio que o pesquisador responsavel
pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios parciais das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagédo (item X.1.3.b., da
Resolugcdo 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 Resolucéo
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 Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu
posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 21/06/2022 Aceito
Basicas do Projeto |ROJETO_1671322.pdf 17:57:55
Outros Carta_anuencia_LIKA.pdf 21/06/2022 [JULIANA VIEIRA DE| Aceito

17:57:19 |BARROS
ARCOVERDE
Outros Carta_anuencia_GURI.jpg 21/06/2022 [JULIANA VIEIRA DE| Aceito
17:56:44 |BARROS
ARCOVERDE
Outros CARTA_RESPOSTA.docx 21/06/2022 [JULIANA VIEIRA DE| Aceito
17:53:41 |BARROS
ARCOVERDE
TCLE / Termos de [TALEMenor7al8.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




96

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
/ 17:49:58 |BARROS
Brochura ARCOVERDE
Investigador
Outros DISPENSA_CARTADEANUENCIA.docx | 26/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE | Aceito
13:44:55 |BARROS
ARCOVERDE
Outros 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
Outros CurriculoLattes_NeideSantos.pdf 25/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE | Aceito
21:22:50 |BARROS
ARCOVERDE
Pagina 04 de
Outros CurriculoLattes_JulianaVieiradeBarrosAr| 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA Aceito
coverde.pdf 21:22:35 |DE
BARROS
ARCOVERDE
Outros CurriculoLattes_JaquelinedeAzevedoSilv| 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA Aceito
a.pdf 21:22:22 |DE
BARROS
ARCOVERDE
Outros CurriculoLattes_CarlaFernandesdosSant| 25/04/2022 [ JULIANA VIEIRA Aceito
os.pdf 21:22:06 |DE
BARROS
ARCOVERDE
Folha de Rosto  |folhaDeRosto.pdf 25/04/2022 [JULIANA VIEIRA Aceito
21:16:25 |DE
BARROS
ARCOVERDE

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao




RECIFE, 22 de Junho de 2022

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA

RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS)

44¢

B2y

UFPE

[~

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Biociéncias — Departamento de Genética
Laboratdrio 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 autorizagio para convidar o (a) seu/sua filho
@ {ou menor que esta sob sua responsabilidade} para participar,
como voluntério (a), da pesquisa Avaliagdo 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 Ibura, CEP: 54230-181. Telefone:
(81) 9.98793064. E-mail: juhdebarros@hotmail.com. Também participam também desta
pesquisa 0s pesquisadores: Carla Fernandes dos Santos. Telefone (81) 991293439. E-mail:
carlafernandes_08@hotmail.com. Sob a orientacio de Neide Santos. Telefone: (81)
9991455405. E-mail: neide.santos2@ufpe.br

Ol/a Senhor/a seré esclarecido (a) sobre qualquer ddvida a respeito da participacéo
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 esta em duas vias.

Uma via deste termo de consentimento lhe 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 havera nenhum problema, pois desistir que
seu filho/a participe € um direito seu. Caso ndo concorde, ndo havera penalizacdo para ele/a,
bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem
nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

DESCRICAO DA PESQUISA: O objetivo desse estudo é analisar a diferenca entre genes
relacionados a doencas autoimunes/inflamatérias visando esclarecer se essas diferencas sdo
capazes de tornar portadores de sindrome de Down mais susceptiveis ao desenvolvimento de
tais doencas. Para realizacdo dos testes, o voluntario precisara 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 maltipla 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 sera homogeneizado por inversdo de 8 a 10 vezes para evitar hemdlise e coagulagdo
do sangue para posterior ensaio. No momento da coleta sera 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, 0 maximo que poderd ocorrer com o voluntério
sera o surgimento de hematomas ap0s a coleta de sangue. Dessa forma, para tentar evitar o
hematoma, serd pressionado o local da puncdo por, no minimo, 3 minutos. As seguintes
indicacdes serdo enfatizadas ao colaborador apos a coleta: evitar flexionar o braco, massagear
o local e fazer esforco fisico no periodo posterior a coleta. Se ainda assim o0 hematoma aparecer,
uma compressa de gelo por 15 minutos a cada hora, durante as seis primeiras horas sera
indicada. Apos essa medida, compressas mornas podem ser colocadas no local para acelerar o
desaparecimento do hematoma. Se houver qualquer outra reagéo ou dor no local, o colaborador
sera encaminhado ao médico.

BENEFICIOS: A partir da analise nas diferencas entre os genes relacionados com doencas
autoimunes/inflamatorias 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 decisdo ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. O material
extraido das amostras de sangue ficard guardado num freezer no Laboratorio 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 (@) senhor (a) ndo pagard nada e nem recebera nenhum pagamento para ele/ela
participar desta pesquisa, pois deve ser de forma voluntaria, mas fica também garantida a
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo dele/a na
pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para
a participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento com transporte e
alimentacéo).

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

Assinatura do pesquisador (a)
CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DO/A
VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsavel por , autorizo a sua participacdo no estudo
Avaliacdo de polimorfismos e expressdo de genes relacionados a doencas
autoimunes/inflamatorias em pacientes com sindrome de Down, como voluntério(a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0sS
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da
participacdo dele (a). Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
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momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcéo de seu acompanhamento/
assisténcia/tratamento) para mim ou para o (a) menor em questéo.
Local e data

Assinatura do (da) responsavel:

Presenciamos a solicitacdo 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 - E-MAIL DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO AO PERIODICO
GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY

2211523, 21:48 E-mail de Universidade Federal de Pemambuco - Genetics and Molecular Biology - Manuscript ID GMB-2023-0328
é savERSIDADE
FERERAL MEIDE SANTOS <neide.santos2@ufpe.br>

DE PERMAMEUCD

Genetics and Molecular Biclogy - Manuscript ID GMB-2023-0339

1 mensagem

Genetics and Molecular Biolegy =onbehalfof@@manuscriptcentral.com:z 20 de novembro de 2023 as 16:40
Responder a: editor@gmb.org.br

Para: neide.santos2{@ufpe.br

Cc: juhdebarros@hotmail com, neide.santos2i@ufpe.br, carla.femandes@ufpe.br, cecilia luckwu@ufpe.br,

aldianne milene@ufpe.br, raysa_samanta@ufpe br, thays.mclucena@ufpe br, jaqueline. azevedo@ufpe.br

20-Mov-2023

Dear Dr. Santos:

Your manuscript entitled "Expression profile of inflammasome genes in individuals with Down syndrome™ has been
successfully submitted online and is and is presently being analyzed by the editors with respect to its suitability for
publication in the Genetics and Molecular Biology.

Your manuscript 1D is GMB-2023-0339.

Please mention the above manuscript ID in all future comespondence or when calling the office for questions. If there
are any changes in your street address or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at https:(fmci4.

manuscriptcentral. comfgmb-scielo and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to
hitpzfmec04 manuscripteentral.comifgmb-scielo.

Mote that Genetics and Molecular Biology has established a publication charge for accepted manuscripts. For detailed
information, please consult cur homepage hitp:/fwww.gmb.org. br.

Thank you for submitting your manuscript to the Genetics and Molecular Biology.

Sincerely,
Genetics and Molecular Biology Editorial Office
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