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RESUMO

Introducéo: A sindrome de Down (SD) é um distdrbio genético causado pela
presenca de uma copia extra do cromossomo humano 21 (HSA 21) com uma incidéncia
de um a cada 660 nascidos vivos. Individuos com SD apresentam alteracdes no sistema
imunolégico que resultam no aumento da frequéncia de infecgdes e doencas
autoimunes. Estudos mostram que alguns genes envolvidos no sistema imunoldgico
apresentam expressdo alterada em individuos com SD, entretanto, 0s mecanismos
moleculares pelos quais a trissomia do 21 leva aos disturbios do sistema imunoldgico
em SD permanecem pouco investigados. Objetivo: O presente trabalho teve como
objetivo investigar o padrdo de expressdo de um conjunto especifico de genes
envolvidos no sistema imunoldgico e no processo inflamatério em criangas com SD e
criangas sem a sindrome (grupo controle), visando identificar diferencas que possam
estar relacionadas com manifestacdes clinicas da sindrome. Casuistica e Métodos:
Foram incluidas no estudo seis criangcas com SD e seis criangas sem a sindrome. A
quantificacdo da expressdo génica foi realizada com o kit TagMan® Human Plate
Inflammation Array, que permite a investigacdo de 92 genes relacionados com a
inflamacéo e quatro genes de referéncia pelo método de reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (PCRq). Resultados: Dos 92 genes analisados, 20 genes
apresentaram expressdo diferencial em criangas com SD; 12 com expressao aumentada
(PLA2G2D, CACNA1D, ALOX12, VCAM1, ICAM1, PLCD1, ADRB1, HTR3A, PDEAC,
CASP1, PLA2G5 e PLCB4) e oito com expresséo reduzida (LTA4H, BDKRB1, ADRB2,
CD40LG, ITGAM, TNFRSF1B, ITGB1 e TBXAS1). ApoOs correcdo estatistica para
multiplos testes apenas 0s genes BDKRBL1 e LTA4H apresentaram expressao diferencial,

ambos com expressdo reduzida. Conclusdo: Criangas com SD apresentam expressao
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diferencial de genes, ndo localizados no cromossomo 21, em relacdo a criancas sem a
sindrome. A expressdo alterada desses genes, considerando suas funcbes na resposta

inflamatoria, sugere um papel relevante na patogénese da SD.
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ABSTRACT

Introduction: Down syndrome (DS) is a genetic disorder caused by the
presence of an extra copy of human chromosome 21 (HSA21) with an incidence of one
in 660 live births. Individuals with DS show alterations of the immune system resulting
in increased frequency of infections and autoimmune diseases. Studies show that some
genes involved in the immune system present altered expression in individuals with DS,
however, the molecular mechanisms by which trisomy 21 leads to the immune system
disorders in DS remain poorly investigated. Objective: This study aimed to investigate
the expression pattern of a specific set of genes involved in the immune system and
inflammation process in children with DS and children without the syndrome (control
group), to identify differences that may be related to clinical manifestations of the
syndrome. Casuistic and Methods: In this study were included six children with DS
and six children without the syndrome. The quantification of the gene expression was
performed using TagMan ® Array Plate Human Inflammation Kit, which enables the
investigation of 92 inflammation-related genes and four reference genes by real-time
polymerase chain reaction (QPCR). Results: Of the 92 genes analyzed, 20 genes
showed differential expression in children DS; 12 overexpressed (PLA2G2D,
CACNA1D, ALOX12, VCAM1, ICAM1, PLCD1, ADRB1, HTR3A, PDE4C, CASP1,
PLA2G5 e PLCB4) and 8 underexpressed (LTA4H, BDKRB1, ADRB2, CD40LG,
ITGAM, TNFRSF1B, ITGB1 e TBXASL1). After statistical correction for false discovery
rate, only the genes BDKRB1 and LTA4H showed differential expression, both
underexpressed. Conclusion: DS children show differential expression of genes, not

located on chromosome 21, compared to children without DS. The altered expression of
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these genes, considering their functions in the inflammatory response, suggests an

important role in DS pathogenesis.
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I. INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD) é a um distdrbio genético resultante da presenca do
cromossomo 21(HSA 21 - Homo sapiens cromossomo 21) em triplicata, com incidéncia
de um a cada 660 nascidos vivos, representando a causa mais comum de atraso
mental.") E caracterizada por trés tipos de alteracdes cromossdmicas: trissomia livre ou
simples, decorrente da ndo disjuncdo do HSA 21, presente em 95% dos individuos
acometidos,® translocagdo, especialmente entre os cromosssomos 14 e 21, com
frequéncia de 4%, e mosaicismo (populacdes celulares com 46 e 47 cromossomos no
mesmo individuo, esta Gltima com o HSA 21 extra) observado em apenas 1% dos
casos.®?

Alguns estudos sugerem que 0 aumento da expressdo dos genes em triplicata em
cerca de 50% seria diretamente responsavel pelas caracteristicas fenotipicas da
sindrome como consequéncia do “efeito da dosagem génica”. Por outro lado, acredita-
se que os produtos dos genes trissomicos possam alterar a expressdo de genes presentes
em duas cOpias, que por sua vez podem também contribuir com as manifestacdes
clinicas, bem como com a variedade de caracteristicas fisicas dismdrficas da
sindrome.®®

Individuos com SD apresentam um espectro variavel de manifestacdes clinicas
representadas por alteracBes cognitivas, comportamentais,®” endocrinolégicas,®?
oftalmoldgicas e auditivas; !>V cardiopatias congénitas;"*? doenca de Alzheimer com
manifestacéo precoce;™ risco aumentado para leucemias especificas;** deficiéncia do
sistema imunolégico,™ entre outras.

A deficiéncia imunolégica é uma caracteristica marcante observada na SD® e

responsavel pela frequéncia aumentada de infecgbes, em especial do trato
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respiratorio®®!”) e de doencas autoimunes nos individuos com a sindrome.®*® Embora
a base etiologica da deficiéncia imunologica ndo esteja completamente definida,
alteracbes no sistema imune como anormalidades funcionais e morfoldgicas do
timo,®?9 alteracdo na diferenciacdo, maturacio e ativacio de linfécitos T e
linfocitopenia,®*?® sugerem um fenétipo senescente precoce no sistema imunolégico
dos individuos com SD no qual podem contribuir para uma maior susceptibilidade de
infeccdes.”

A fisiopatologia de varias infec¢cdes que envolvem o sistema imunoldgico tem a
inflamacdo como um fator de implicacdo comum.®® Neste contexto, destaca-se a
participacdo de um grupo diversificado de proteinas ndo humorais, as citocinas, que
participam de diversos processos bioldgicos, incluindo a mediacdo da resposta
inflamatéria apos lesdes.®® Estas substancias sdo produzidas por varias células, em
especial pelos linfocitos e macrofagos ativados e atuam na regulacdo do crescimento e
diferenciacdo de linfécitos, ativacdo e regulacdo das células inflamatdrias, como
mastdcitos, neutrofilos e eosinofilos, e na comunicacdo entre as células do sistema
imunolégico.?"?

Essa classe de proteinas é agrupada em interleucinas (IL), fatores de necrose
tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores de
crescimento mesenquimal.?® Sdo consideradas pré-inflamatérias as IL-1, IL-2, 1L-6,
IL-7, IL-8, IL-12, IL-17, TNF e IFN-y e anti-inflamatorias as I1L-4, 1L-10, IL-13 e TGF-
B (fator transformador de crescimento beta).®**%

Alteracdes nas concentracdes de citocinas proé e anti-inflamatorias em individuos

com SD demonstram a sua relacdo com a patogénese da sindrome. Guazzarotti et al.?

detectaram aumento nos niveis de IL-7 no soro de adolescentes saudaveis com SD. Essa
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citocina tem um importante papel no processo de maturacdo e diferenciacdo dos
timacitos (células precursoras dos linfocitos T) e auxilia na sobrevivéncia das células T
maduras. Entretanto, no timo maduro esta interleucina altera as funcbes efetoras do
linfocito T e pode resultar em um aumento de infeccbes e estado inflamatorio
cronico.3%

Em cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs),
estimuladas com citomegalovirus (CMV) ou fitohemaglutinina (PHA), de individuos
com SD estudados por Guazzarotti et al.®?) também foi detectado um aumento de IFN-y
e IL-10 e da maturacdo pos-timica de linfocitos T. Esses autores sugerem que as
alteracdes que afetam a imunidade mediada por células nesses individuos com SD sdo
compativeis com um perfil de envelhecimento precoce. A citocina IFN-y regula a
proliferacdo de timdcitos, e sua expressdo aumentada propde uma possivel explicacdo
para a anatomia anormal do timo em SD.®?

Um aumento significativo das concentracGes de IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IFN-y e TNFa e de citocinas produzidas pelas células T auxiliares (Thl, Th2 e Thl7)
também foi observado no fluido crevicular gengival de adolescentes com SD
comparadas com adolescentes saudaveis sem a SD (grupo controle), pareados por
idade.® Esses autores sugerem que esta resposta imune alterada no tecido periodontal
dos individuos com SD, em longo prazo, pode predispor uma periodontite precoce.

Em um estudo realizado por Cetiner et al.®® os niveis séricos de IL-4 e I1L-10
foram maiores em criancas com SD comparados com o0s de criancas sem a sindrome,
enquanto os niveis de IL-6 ¢ TNFa foram menores naquelas com SD. Considerando que
as interleucinas anti-inflamatérios IL-4 e IL-10 inibem a sintese das citocinas pro-

inflamatérias 1L-6 e TNF,®” os autores propuserem que os niveis reduzidos dessas
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citocinas possivelmente comprometem a proliferacdo e funcdo de macréfagos e outros
fagocitos, o que poderia explicar a causa das infeccGes recorrentes observadas nas
criancas com SD.

Um aumento na producdo das citocinas TNFa, IL-1p IL-6 e IL-8, apos
estimulacdo com o virus Influenza A, e um aumento da IL-10, apds estimulacdo com
Streptococcus pneumoniae, foi observado em cultura de sangue periférico de criangas
com SD o que poderia explicar os sintomas mais graves da doenca causada por estes
patégenos nessas criancas. 8%

A participacdo de citocinas inflamatdrias também foi sugerida em processos
degenerativos precoce do Sistema Nervoso Central. Rostami et al.“? observaram niveis
das citocinas TNFa e IFN-y significantemente aumentados em criangas com SD e
distdrbios intelectuais (DI) em relacdo a criancas sem SD e DI.

Expressdo diferencial de genes envolvidos em processos imunoldgicos nos
individuos com SD em relacdo aqueles sem a sindrome também poderia explicar a
deficiéncia imunoldgica observada na SD.“'*? Entretanto, os dados ainda sdo escassos
e inconclusivos, o que demonstra a necessidade de ampliar os estudos de expresséo de
genes relacionados com a resposta imunologica / inflamatoria em SD. Os Quadros 1 e 2

apresentam resultados de estudos de expressao génica, incluindo genes envolvidos nos

processos imunolégico e inflamatério, em individuos com trissomia do HSA21.



Quadro 1. Genes com expressdo aumentada identificados em estudos de expressao génica, em individuos com trissomia do HSA21.

Gene* Funcdo Amostra analisada | Metodologia | Referéncia
HLA-DRB3 Molgcula de cla§s_e I expressa em c(4es!)ulas apresentadoras de antigenos (linfocitos Linfocitos T Microarray® 44
B, células dendriticas e macr6fagos)
GABRG2 | Receptor do neurotransmissor GABA® Linfdcitos T Microarray® 44
SOD1 | Destroi radicais livres“® Linfocitos T Microarray® 44
UCHL1 | Realiza a hidrélise da ubiquitina " Linfocitos T Microarray® 44
GTF3A | Fator de transcricdo de RNA polimerase 11“% Leucécitos SAGE" 49
14-3-3 eta | Proteina de transdugéo de sinais ©” Linfécitos SAGE® 51
TMEM131 | Desempenha um papel na resposta imunitaria em uma infeccéo viral®? Leucdcitos PCRq 53
NPDC1 | Regula negativamente a proliferacéo de células neurais®? Leucdcitos PCRq 53
Fator de transcri¢do que regula a expressdo de autoantigénios e a sele¢cdo negativa S
AIRE de células T auto-reativas no timo®® Tecido timico PCRq 56
AGPAT3 | Acetiltransferase integrada & membrana celular®” PBMCs Microarray® 58
ITGB2 Desempenha papel na resposta imunolégica (adesdo e sinalizacdo celular)®” PBMCs Microarray" 58
PDXK | Proteina que fosforila a vitamina B6 ©° PBMCs Microarray® 58
MAPK14 !Envolwd,a_na(ee)rol|fera(;ao, diferenciagdo e transcri¢do. Ativada por citocinas pro- PBMCs Microarray® 58
inflamatorias
BTG3 Pode desempenhar um papel na neurogénese no sistema nervoso central®” PBMCs Microarray® 58
C210rf33 | Proteina mitocondrial®® PBMCs Microarray® 58
CSTB Desempenha um papel na protecdo contra as proteases liberadas de lisossomas®” PBMCs Microarray® 58
Envolvida na ativagdo da expressdo do citocromo-oxidase e de controle nuclear . d
GABPA mitocondrial. Pode desempenhar papel no fenétipo da SD® PBMCs Microarray 58
GART | Necessario para sintese da purina® PBMCs Microarray" 58
HLCS Desempenha um pgpe] importante na glucpneogeig()ase, sintese de acidos graxos e PBMCs Microarray® 58
catabolismo de aminoacidos da cadeia ramificada
MCMB3AP | Desempenha um papel na replicacio do DNA® PBMCs Microarray® 58
PFKL | Participa do metabolismo da glicose®® PBMCs Microarray® 58
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Continuacdo do Quadro 1. Genes com expressao aumentada identificados em estudos de expressdo génica, em individuos com trissomia
do HSAZ21.

Atividade O-fucosiltransferase; transfere fucose para vérias familias de proteinas,

H d
POFUT2 incluindo a trombosporina® PBMCs Microarray 58

UBE2G2 | Direciona a degradaco de proteinas anormais ou de curta duracdo’” PBMCs Microarray® 58

ITGB1 Receptqr de me_mbrana envolyldo na agleseio celularl gmbrlogenese, hemoggg;a, PBMCs Microarray® 58
reparacdo de tecidos, resposta imune e difusdo metastatica de células tumorais

Desempenha um papel importante na cicatrizacdo de feridas, induz o recrutamento
PDGFD | de macrofagos, aumento da presséo intersticial e maturagdo dos vasos sanguineos PBMCs Microarray® 58
durante a angiogénese”?

ITGAL Deserppenha um pape! fqnda[nental na _adesao~ mterc_:elgla_lr o(lgg leucécitos e PBMCs Microarray® 58
também as fungdes de sinaliza¢do de co-estimulagdo de linfocitos
Interacdo com vérias proteinas da matriz extracelular para mediar a adesdo de . d
ITGAV células e pode desempenhar um papel na migragao celular™ PBMCs Microarray 58
PDGERB Receptor de tirosina quinase de su(ggrflue celular, membro da familia do fator de PBMCs Microarray® 58
crescimento derivado de plaguetas
Enzima que catalisa a hidrdlise de adenosina a inosina. Sua deficiéncia provoca a . d
ADA doenca de imunodeficiéncia combinada grave (SCID)" PBMCs Microarray 58
BCL2L1 | Sobrevivéncia de linfocitos imaturos™® PBMCs PCRq 42
CCR2 | Mediacdo da quimiotaxia de monécitos!”” PBMCs PCRq 42
CCR5 Regu!a(;ao das ,fun(;oes efe,tqras e de trafg(%o das células T de memdria/efetoras, PBMCs PCRq 42
macrofagos e células dendriticas imaturas
IL10 Secrecédo de citocinas como a IL6, IL-2 e interferon gama (IFNy); macrofagos e PBMCs PCRq 42

ativacdo, diferenciacao e proliferagdo de células B e T(81)

*ista de descrigédo da abreviatura dos genes no anexo 1; SAGE: Analise Serial da Expressdo Génica; a: genes com threshold <0.35
com valor de p<0.05; b: genes validados por RT-PCR (Transcriptase Reversa — Reacdo em Cadeia da Polimerase); c: genes
validados por PCRqg com valor de p<0,05; d: genes validados por PCRqg com valor de p<0,01.
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Quadro 2. Genes com expressdo reduzida identificados em estudos de expressdo génica, em individuos com trissomia do HSA21.

Gene* Funcdo Amostra analisada | Metodologia | Referéncia
BCL2A1 | Regulador da apoptose® L eucécitos SAGE" 49
CXCR4 | Receptor de quimiocina® Leucdcitos SAGE® 49

IL-8 Ativacéo de neutrofilo®? Leucadcitos SAGE" 49

L13a Proteina ribossomal citoplasmatica, componente da subunidade 60S. Pode reprimir Leucdcitos SAGE® 49
genes inflamatorios como IFNy®

L29 Proteina ribossomal citoplasmatica, componente da subunidade 60S®" Leucdcitos SAGE® 49

L37 Proteina ribossomal citoplasmatica, componente da subunidade 60S®" Leucdcitos SAGE® 49

Hsp70-1 | Proteina de choque térmico de 70kDa®®® Linfécitos SAGE® 51

RGS2 | Atua como um mediador de diferenciacdo miel6ide® Linfécitos SAGE® 51

PBEF1 | Envolvida na resposta ao stress e envelhecimento®™ Linfécitos SAGE® 51
LYGE Participa da sinalizacdo e adeséo™ % Linfécitos SAGE® 51
FOS Regulador da proliferacdo, diferenciagdo e transformacdo celular, também pode Linfécitos SAGE® 51

estar associado com a morte celular apoptética®®

AIRE Fator de transcricdo que regula a expressdo de autoantigénios e a selecdo negativa Tecido timico Microarray® 95

de células T autorreativas no timo®?
TCF7 Desempenha papel na diferenciacéo do linfocito T® Leucdcitos PCRq 53
BCL2 Sobrevivéncia de linfécitos maduros e células B de memoria®” PBMCs PCRq 42
CCL3 Indugdo de quimiotaxia de células imunoldgicas; diferenciacdo de células T PBMCs PCRq 42
auxiliares; indugdo de degranulacdo de eosindfilos; liberacdo de histamina a partir
de mastécitos®®

CCR7 Producdo de timdcitos; tolerancia periférica e central; funcdo de células T PBMCs PCRq 42
reguladoras; homeostase de células T

CD19 Modulagdo de transducdo de sinal do complexo receptor-antigeno de células B; PBMCs PCRq 42

proliferacéo e ativacdo de células B periféricas"™

CD28 Homeostase de células T reguladoras (CD28/CD80); ativacdo e funcdo de células PBMCs PCRq 42

T; tolerancia periférica*®" 1%

CD40 Mudanga de classe de imunoglobulinas dependentes de células T; desenvolvimento PBMCs PCRq 42

de células B de meméria; formacao do centro germinativo“®
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Continuacdo do Quadro 2. Genes com expressdo reduzida identificados em estudos de expressdo génica, em individuos com trissomia
do HSA21.

CD40LG | Regulagéo da funcdo de células B PBMCs PCRq 42
CD80 Proliferagdo de células T; producéo de citocinas™? PBMCs PCRq 42
EDN1 | Ativacio de macrofagos ™™ PBMCs PCRq 42
IKBKB | Ativacio da via NFKB"™ PBMCs PCRq 42

IL6 Producdo de anticorpos e auto-anticorpos; ativacdao de células T; diferenciacdo de PBMCs PCRq 42
células B; hematopoiese™*
NOS2 Sintese de Oxido nitrico (microbicida, antiviral, antiparasital e efeitos anti- PBMCs PCRq 42
tumorais)*'?
SKI Reg%ﬂll?géo da sinalizacdo do fator de crescimento transformante beta 1 (TGF- PBMCs PCRq 42
A1)

HLA-DOB | Molécula de classe Il expressa em células apresentadoras de antigeno™? PBMCs Microarray® 58
VAV2 Participa da angiogénese™ PBMCs Microarray® 58
FCRL2 Receptor de imunoglobulina. Pode ser um marcador de prognostico para a leucemia PBMCs Microarray® 58

linfocitica cronica”
FCER2 | Antigeno especifico de célula B. Possui papel essencial na diferenciagcdo e PBMCs Microarray® 58
crescimento das células B, na produgéo e regulacio de IgE™®

HLA-DOA | Molécula de classe Il expressa nos lisossomas e células B"™ PBMCs Microarray” 58

*ista de descricdo da abreviatura dos genes no anexo 1; SAGE: Analise Serial da Expressdo Génica; a: genes com threshold <0.35
com valor de p<0.05; b: genes validados por RT-PCR (Transcriptase Reversa — Reacdo em Cadeia da Polimerase); c: genes
validados por PCRq com valor de p<0,05; d: genes validados por PCRqg com valor de p<0,01.
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I.1. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos:
1. Investigar o padrdo de expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria em
PBMCs de criancas com Sindrome de Down (SD) e em criancas sem a sindrome;
2. Identificar, por ferramentas de bioinformatica, potenciais vias biologicas dos genes

diferencialmente expressos em criangas com SD.
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1. CASUISTICA E METODOS
11.1 Casuistica

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolucdo 66/2012 do Conselho Nacional de Salde, este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
(FAMERP), parecer n° 043/2010 (Anexo2), CAAE n° 05843912.8.0000.5415. Apos
consentimento livre e esclarecido de um responsavel (Anexo 3), foram incluidas no
estudo seis criancas com SD (grupo caso) e seis criangas sem a sindrome (grupo
controle), cujos dados estdo apresentados no Quadro 3. O grupo caso foi proveniente do
Servico Ambulatorial de Genética e do Servico Ambulatorial de Pediatria em Sindrome
de Down do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto (HB), hospital-escola vinculado
a FAMERP. Foram incluidas no estudo cinco criancas com trissomia livre do
cromossomo 21 e uma crianga com mosaicismo, de acordo com o exame do cariotipo,
realizado pelo Servico de Genética do HB por bandeamento GTG de cromossomos
metafasicos, cujo resultado encontra-se disponivel no prontudrio médico do paciente.
Em relagdo ao grupo controle, as criangas foram provenientes do Servico Ambulatorial
de Pediatria do HB.

Os critérios de inclusdo para ambos os grupo foram: idade entre dois e seis anos,
auséncia de manifestacGes clinicas sugestivas de infeccdo aguda, incluindo quadro
gripal, tosse, febre e/ou uso de antibidticos ate dez dias antes da data da coleta e
auséncia de infeccéo cronica (bronquite, asma e pneumonias de repeticdo). Para o grupo
controle foi também utilizada como critério de inclusdo a auséncia de doencas

associadas ao quadro clinico da SD. Para verificar a auséncia de infeccdes foi realizado
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Quadro 3. Dados referentes a idade e sexo das criancgas incluidas no estudo.

Grupo Codigo Idade (anos) Sexo
Caso CD9-3 6,6 M
Caso CD18-3 3,7 M
Caso CcD21 51 F
Caso CD22 2,5 M
Caso CD23 2,7 M
Caso CD24 2,1 F

Controle CC43 3.9 F
Controle CC44 6,5 F
Controle CC45 5,7 F
Controle CC46 6,0 M
Controle CC47 5,6 F
Controle CC48 6,0 F
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0 exame da Proteina C Reativa (PCR), e todas as amostras incluidas no estudo

apresentaram resultado negativo.

11.2. Métodos
11.2.1. Coleta e processamento de amostras de sangue periférico
Amostras de sangue periférico (3 mililitros - mL) foram coletadas em Tempus
Blood RNA tube contendo 6 mL RNA Stabilization Solution e o material foi armazenado
a 4°C até o momento da extracdo de RNA, realizada utilizando-se o Tempus Spin RNA
Isolation Kit (Ambion®), de acordo com instruc@es do fabricante. As amostras de RNA

isoladas de PBMCs foram armazenadas a -80°C.

11.2.2. Quantificacdo das amostras de RNA total

A gquantificacdo das amostras de RNA total foi realizada por espectrofotometria,
que consiste na determinacdo da concentracdo do RNA pela absorbéncia do
comprimento de onda de 260 nandmetros (nm), utilizando o equipamento PicoDrop™
200 (Thermo Scientific). Para leitura da concentragdo, foram utilizados 2,5 microlitros
(uL) de amostra de RNA total. As concentracbes das amostras de RNA foram
determinadas em nanogramas/microlitros (ng/uL). O grau de pureza foi determinado
por meio da razéo de densidade Optica (OD) a 260 e 280nm e, a amostra foi considerada
pura quando a relacdo OD260/0D280 apresentou-se entre 1.7 e 2.1. Todas as amostras
apresentaram razdo 260/280 dentro desse intervalo. Os valores estdo apresentados no

Quadro 4.
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Quadro 4. Quantificacdo e avaliacdo das amostras por espectrofotometria.

Grupo Cadigo Concentracéo (ng/pL) | A260/A280
Caso CD9-3 168,2 2,034
Caso CD18-3 105,6 2,112
Caso CD21 87,6 2,028
Caso CD22 64,0 2,025
Caso CD23 91,6 2,082
Caso CD24 142,4 2,070

Controle CC43 195,6 2,038
Controle CC44 136,8 2,012
Controle CC45 133,6 2,024
Controle CC46 93,2 2,118
Controle CC47 89,6 2,113
Controle CC48 119,2 2,055
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11.2.3. Transcricao reversa e sintese de DNA complementar (cDNA)

As amostras de RNA total foram submetidas a transcri¢do reversa para sintese
de cDNA utilizando-se o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). Em uma reacdo de volume final de 20 pL, foram utilizados 1X de
Reverse Transcriptase (RT) Random Primers (10X), 1X de desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ANTPs) Mix (100 mM) (25X), 50 unidades (U) da enzima MultiScribe™
Reverse Transcriptase (50 U/uL), 1X de Tampéo (10X), 20U de inibidor de RNAse (20
U/uL), 3,2 uL de agua tratada com Diethylpyrocarbonate 9DEPC) (Ambion®) e 500 ng
ou 1.000 ng de RNA total em volume de 10 puL. Em termociclador, as reacdes foram
submetidas a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos. As

amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

11.2.4. Curva Padréo de quantificacdo dos genes GAPDH e HPRT1

Apds a realizacdo da reacdo de transcricdo reversa foi realizada uma curva
padrdo de quantificacdo dos genes GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e
HPRT1 (hipoxantina fosforribosil transferase,) para determinacdo da quantidade de
cDNA alvo a ser utilizada na reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (PCRq). Para
tanto, foi utilizado um pool de amostras de cDNA com diluicbes seriadas nas
concentragdes de 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng e 3,125 ng. A quantificacéo foi feita em
triplicata e em volume final de 10 pl utilizando-se 0 TagMan® Gene expression Master
Mix 1X (Applied Biosystems) e, em reagdes individuais, os ensaios TagMan®
Endogenous Control 1X (Applied Biosystems) especificos para os genes GAPDH
(ndmero de catalogo 4333764F) e HPRT1 (numero de catadlogo 4333768F), que contem
os oligonucleotideos iniciadores e a sonda TagMan® (Minor Groove Binding (MGB)

ligada ao fluoréforo 6-carboxy-fluorescine (FAM) especificos para amplificagdo e
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deteccdo desses genes. As reacdes foram submetidas a 95°C por 10 minutos seguidos
por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, no equipamento StepOne
Plus (Applied Biosystems). Os valores brutos correspondentes ao ciclo de quantificacao
(Cq) foram gerados pelo programa StepOne Software v2.3(Applied Biosystems) ap0s
ajuste manual da linha de corte (treshold) para cada gene analisado. As médias das
réplicas técnicas dos valores de Cq para cada concentracdo utilizada estdo apresentadas

no Quadro 5.
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Quadro 5. Valores médios das réplicas técnicas correspondentes ao ciclo de
quantificacdo (Cq) para cada concentracdo de amostra utilizada.
Concentracdo (ng) | GAPDH HPRT1

50 22,654 26,971
25 24,923 29,024
12,5 25,898 30,014
6,25 26,249 30,223

3,125 26,755 30,785
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De acordo com o teste realizado foi determinado que uma concentracdo de
cDNA adequada para quantificacdo dos genes testados foi 12,5 ng e, portanto, essa
concentracdo foi utilizada nos ensaios de quantificacio dos genes do sistema
inflamatdrio por PCRq realizados subsequentemente.

Considerando que a realizacdo da curva padrdo possibilita a avaliagdo da
eficiéncia dos ensaios, foram obtidas eficiéncias proximas de 100% para ambos 0s
genes avaliados (102,5% para GAPDH e 102% para HPRT1), o que indica que ndo ha
presenca de inibidores de PCR no pool de amostras utilizado como consequéncia do

processo de extracdo de RNA.

11.2.4.1. Quantificacdo da expressdo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria

A andlise de expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatdria foi
realizada em duplicata, utilizando os kits comerciais TagMan® Array Plate Human
Inflammation (Applied Biosystems), juntamente com o0 TagMan gene expression master
mix (Applied Biosystems). O TagMan® Array Plate Human Inflammation possibilita a
avaliacdo de 92 genes associados a inflamacdo e 4 genes de referéncia (18S, GAPDH,
GUSB e HPRT1). O painel de genes avaliados (Quadro 6) esta envolvido em um amplo
espectro de doencas inflamatorias e estes sdo pertencentes a quatro classes: canais
(canal de calcio do tipo L e canal de portdo ligante), enzimas e inibidores (lipases,
quinases, oxido nitrico sintetase, fosfodiesterases, metabolismo de prostaglandinas,
proteases), fatores (fatores de necrose tumoral, fator nuclear Kappa-B, interleucina,
anexina, quininogénios) e receptores (GPCRs, familia de receptor IL, moléculas de
aderéncia, receptores TNF e nucleares). As reacGes de quantificagdo da expressao

génica foram realizadas de acordo com instrucdes do fabricante. Em cada “wel/” da



Quadro 6. Genes* envolvidos na resposta inflamatdria com ensaios incluidos no kit TagMan® Array Plate Human Inflammation

(Applied Biosystems) para analise de expressdo génica por PCRq.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 18S GAPDH | HPRT1 GUSB AZM ADRB1 ADRB2 ALOX12 | ALOX5 | ANXAL | ANXA3 | ANXA5
B KLK3 |BDKRB1 |BDKRB2 | CACNA1C | CACNA1D |[CACNA2D1| CACNB2 | CACNB4 | CASP1 | CD40 |CD40LG| CES1
C LTB4R | MAPK14 | NR3C1 HPGD *HRH1 HRH2 HTR3A ICAM1 ILIR1 | IL2RA | IL2RB IL2RG
D IL13 ITGAL | ITGAM ITGB1 ITGB2 KLK1 KLK2 KLKB1 KNG1 | LTA4H | LTC4S MC2R
E NFKB1 NOS2 PDE4A PDE4B PDE4C PDE4D PLA2G1B | PLA2G2A |PLA2G5| PLCB2 | PLCB3 | PLCB4
F PLCD1 PLCG1 | PLCG2 MAPK1 MAPK3 MAPKS PTAFR PTGDR |PTGER2|PTGER3| PTGFR | PTGIR
G PTGIS PTGS1 | PTGS2 | TBXA2R | TBXAS1 TNF TNFRSF1A | TNFRSF1B | VCAM1 | IL1IR2 |PLA2G7 |PLA2G10
H [PLA2G4C| ILIRL1 | HTR3B | TNFSF13B | CYSLTR1 HRH3 PLA2G2D | ILIRAPL2 | KLK14 | PLCE1 | KLK15 | LTB4R2

*ver lista de descricdo das abreviaturas dos genes no anexo 1
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placa foi adicionado 12,5 ng de cDNA, 4,75 uL de agua tratada com DEPC (Ambion®)
e 5 uL de Master Mix Gene Expression 2X. A reacdo foi submetida ao equipamento
StepOne Plus (Applied Biosystems) a 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40
ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores brutos de Cq foram
calculados pelo programa StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems) apds ajuste

manual da linha de corte (treshold) para cada gene analisado.

11.2.6. Analise estatistica

As comparacOes das distribuicdes de sexo e idade entre os grupos de estudo
foram realizadas pelos testes exato de Fischer e Mann Whitney, respectivamente,
utilizando-se o programa GraphPad Prism v. 5.01.

Em relacdo a expressdo génica, as andlises foram realizadas em linguagem
estatistica R™" utilizando pacotes disponiveis gratuitos do projeto Bioconductor.™'® O
pacote High-throughput analysis and visualization of quantitative real-time PCR data
in R (HTqPCR)“'? foi utilizado para pré-processar os dados e como interface para
outros pacotes utilizando como entrada os dados da PCRa.

Os dados foram filtrados e o valor de Cq igual a 37 foi utilizado como corte para
indicar a deteccdo da expressdo génica, uma vez que, avaliando o histograma dos
valores de expressdo, observou-se uma distribuicdo normal dos dados de Cq até o valor
de 37. Assim, marcadores com Cqg< 37 foram considerados expressos, enquanto aqueles
com Cq > 37 foram considerados ndo detectados. Distribuicdo normal dos dados foi
obtida a partir dos valores médios de cada grupo (caso e controle) separadamente e 0s
valores de Cqg nédo pertencentes a 75% da massa central da curva foram considerados

como ndo representativos do grupo (outliers) e removidos da analise. O mesmo
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procedimento foi realizado considerando os dois grupos juntos (caso e controle), e
valores de Cqg nédo pertencentes a 60% da massa central da curva foram considerados
como ndo confiaveis e entdo, removidos da analise. Os critérios de inclusdo para
considerar a anélise estatistica de um determinado gene como valido foi a sua expressado
em pelo menos 60% de amostras bioldgicas em cada grupo. Posteriormente, os dados da
expressao génica foram normalizados pela aplicacdo do método de normalizagédo
quantile.2012V

A identificacdo dos genes diferencialmente expressos foi realizada utilizando
modelos lineares para dados de microarray.*?? Com o objetivo de reduzir o risco de
falsos positivos, os valores de p foram ajustados para multiplos testes utilizando o
método Benjamini-Hochberg False Discovery Rate,**® adotando-se o = 0,05. A

expressao génica do grupo caso foi expressa em relacdo a expressdo do grupo controle

(quantificacdo relativa ou relative quantification) (RQ).

11.2.7. Andlise funcional de genes diferencialmente expressos

A identificacdo dos processos biolégicos mais representados entre 0s genes
diferencialmente expressos em criancas com SD foi realizada utilizando-se o programa
The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v
6.7,22412%) que tem por objetivo extrair sistematicamente o significado biolégico de uma
lista de genes ou protefnas,**® utilizando as bases de dados Gene Ontology (GO),
Protein  Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER) e Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG). Para a analise de associacdo dos genes
diferencialmente expressos com as doengas foi executado o0 modulo de associagdo com

doencas do DAVID utilizando os bancos de dados Online Mendelian Inheritance in Man
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(OMIM) e Genetic Association Database (GAD). Foram destacados os resultados

significantes (p<0,05) ap6s correcdo para miltiplos testes.?)
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I11. RESULTADOS

I11.1. Caracterizacdo dos grupos
Os dados referentes a idade e sexo das criancas incluidas no estudo estdo
apresentados na Tabela 1. Nao houve diferenca significante entre os grupos em relacéo

a idade (p=0,093) e ao sexo (p=0,080).

Tabela 1. Comparacdo de dados referentes a idade e sexo das criangas incluidas no
estudo entre 0s grupos caso e controle.

Idade Sexo
Média + DP  Valor Feminino n (%) Masculino n (%) Valor
de p? de p°
Caso 3,78+ 1,75 2 (33,33) 4 (66,67)
0,093 0,080
Controle 5,62 + 0,90 5 (83,33) 1 (16,67)

111.2. Expressdo Génica
Dos 92 genes associados com a inflamacéo investigados, 20 genes apresentaram
expressao diferencial entre as criangas com SD e as criancas controle (P<0,05) antes da
correcdo para multiplos testes, 12 com expressdo aumentada e oito com expressdo
reduzida em criancas com SD (Figura 1, Tabela 2). Dos genes estudados, apenas o
Integrin, beta 2 (ITGB2) estd localizado no cromossomo 21, mas este gene néo

apresentou expressao diferencial entre os grupos.
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Figura 1. Expresséo relativa (RQ) dos 20 genes diferencialmente expressos (p<0,05)
em criancas com Sindrome de Down em relacdo ao grupo controle (RQ
log2=0).
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Tabela 2. Expressdo génica diferencial significante em células mononucleares do sangue periférico

entre criangas com e sem Sindrome de Down.

Média de

Gene Gene ID* Nome do Gene RQ RQlog2 Valordep
BDKRB1 623 Bradykinin receptor B1 0,0013 -6,9899 0,0003
LTA4H 4048 Leukotriene A4 hydrolase 0,0079 -9,6225 0,0005

ITGAM 3684 Integrin, alpha M (complement component  0,0364 -4,2037 0,0144
3 receptor 3 subunit)

ADRB2 154 Adrenoceptor beta 2, surface 0,0543 4,4190 0,0089
CD40LG 959 CDA40 ligand 0,0737 4,6614 0,0151
ITGB1 3688 Integrin, beta 1 0,0779 3,4087 0,0399
TNFRSF1B 21938 Tumor necrosis factor receptor 0,0829 -3,7612 0,0258
superfamily, member 1B

TBXAS1 6916 Thromboxane A synthase 1 (platelet) 0,1032 -4,7811 0,0428
PLCB4 5332 Phospholipase C, beta 4 8,7676 5,7249 0,0443
ICAM1 3383 Intercellular adhesion molecule 1 9,7116 -3,5917 0,0268

HTR3A 3359 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor ~ 9,8319 3,2797 0,0343
3A, ionotropic
ALOX12 239 Arachidonate 12-lipoxygenase 10,6198 4,3184 0,0171

PLA2G5 5322 Phospholipase A2, group V 12,5688 -3,6822 0,0423
PDE4C 5143 Phosphodiesterase 4C, CAMP-specific 19,2927 4,5983 0,0390

PLCD1 5333 Phospholipase C, delta 1 19,9510 3,2975 0,0449
PLA2G2D 26279 Phospholipase A2, group 11D 21,3914 4,2700 0,0067
ADRB1 153 Adrenoceptor beta 1 24,2235 5,5589 0,0491

CACNALID 12289 Calcium channel, voltage-dependent, L 25,3055 3,6518 0,0125
type, alpha 1D subunit

CASP1 12362 Caspase 1, apoptosis-related cysteine 47,1421 3,1322 0,0479
peptidase
VCAM1 7412 Vascular cell adhesion molecule 1 52,8885 -3,2768 0,0243

T|dentificacdo do gene segundo base de dados Gene, do National Center for Biotechnology Information
(NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).
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Apls 0 ajuste estatistico para mdltiplos testes, apresentaram expressdo
diferencial estatisticamente significante somente os genes Bradikinin receptor Bl
(BDKRB1) e Leukotriene A4 hydrolase (LTA4H), ambos com valor de p=0,0216 e

expressao reduzida em individuos com SD.

111.3. Analise Funcional dos genes diferencialmente expressos

A analise das vias metabdlicas dos 20 genes diferencialmente expressos nas
criancas com SD, empregando a base de dados do Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEEG), agrupou esses genes em trés vias. A via de sinalizacdo de célcio
ocupou o primeiro lugar e envolveu seis genes. As duas outras vias, a de moléculas de
adesdo celular (MACs) e a do metabolismo do acido araquiddnico, envolveram cinco
genes (Figura 2; Tabela 3). De acordo com esta ferramenta os genes BDKRB1 e LTA4H,
que apresentaram expressdo diferencial estatisticamente significante, estdo envolvidos
nas vias de sinalizacdo de célcio e do metabolismo do 4&cido araquidénico,

respectivamente (Tabela 3).

Valor p corrigido < 0,05
Vias de Sinalizacio de calcio M—

Moléculas de adesdo celular IREGEG_——
(MACs)

Metabolismo do acido

araquidonico
4,5 5 55 6 6,5

Figura 2. Vias metabolicas das quais os genes diferencialmente expressos em criangas
com Sindrome de Down participam, segundo a base de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG). O nimero de genes envolvido

é indicado no eixo horizontal do grafico.
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Tabela 3. Vias metabdlicas associadas aos genes alvos diferencialmente expressos em
criangas com Sindrome de Down na categoria Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes (KEEG).
Doencas ou Vias Genes Valor de p* Ferramenta
metabolicas
Vias de Sinalizagdo ADRB2, ADRB1, PLCB4, PLCD1, 0,0075 KEEG
de célcio BDKRB1, CACNA1D
Vias de Moléculas VCAM1, ICAM1, CD40LG, ITGB1, 0,0179 KEEG
de adeséo celular ITGAM
(MACs)
Metabolismo do TBXAS1, LTA4H, PLA2G2D, 0,0019 KEEG
acido araquidoénico PLA2G5, ALOX12

*Corrigido pelo método Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.

A andlise das funcbes bioldgicas, dos 20 genes diferencialmente expressos,
utilizando a base de dados do Protein Analysis Through Evolutionary Relationships
(PANTHER) evidenciou quatro processos biolégicos. A Transdugdo de sinais teve a
participacdo do maior nimero de genes (14 genes). Dois outros processos, Defesa e
imunidade e, comunicacdo celular, envolveram oito genes. A Ultima categoria,
metabolismo de lipidios, acidos graxos e esteroides, teve a participacdo de sete genes
(Figura 3; Tabela 4). De acordo com esta ferramenta o gene BDKRD1 ocupou as
categorias Transducdo de sinais (primeira colocada) e comunicagédo celular, ao passo
que o gene LTA4H participaram das categorias defesa e imunidade e, metabolismo de

lipidios, acidos graxos e esteroides (Tabela 4).
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Valor p corrigido < 0,05

Transdugdo de Sinais m———————
Defesa e imunidade m—
Comunicacéo celular m——
Metabolismo de lipidios, 4cidos graxos m————
e esteroides 0 5 10 15

Figura 3. Processos bioldgicos dos quais os genes diferencialmente expressos em criangas com
Sindrome de Down participam, segundo a base de dados Protein Analysis Through

Evolutionary Relationships (PANTHER). O numero de genes envolvidos € indicado no

eixo horizontal do gréfico.

Tabela 4. Processos biologicos significantes em relacdo aos genes alvos
diferencialmente expressos em criangas com Sindrome de Down na categoria
Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER).

Processos biol6gicos Genes Valor de p* Ferramenta
Transdugdo de sinais ICAM1, BDKRB1, PDE4C, ITGB1, 0,0047 PANTHER
VCAM1, ADRB2, TNFRSF1B, PLCB4,
ADRBI1, CD40LG, PLCD1, HTR3A,
PLA2G2D, PLA2G5
Defesa e imunidade ~ ICAM1, TNFRSF1B, ADRB1, TBXASI, 0,0170 PANTHER
CD40LG, LTA4H, ITGB1, ALOX12

Comunicagéo celular VCAM1, ICAM1, ADRB2, ADRB1, 0,0140 PANTHER
CDA40LG, BDKRB1, HTR3A, ITGB1
Metabolismo de TBXAS1, PLCB4, PLCD1, LTA4H, 0,0110 PANTHER
lipidios, acidos graxos PLA2G2D, PLA2G5, ALOX12

e esterdides
*Corrigido pelo método Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.
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A analise pela base de dados GO evidenciou 17 processos bioldgicos, dos quais
a resposta ao estresse ocupou o primeiro lugar, envolvendo nove genes (Figura 4),
dentre eles 0 BDKRB1 e 0 LTA4H (Tabela 5). Esses genes também participaram das
categorias, resposta de defesa e resposta inflamatdria. Além dessas, o gene LTA4H,
participou de outras nove categorias, todas envolvendo processos metabdlicos de

lipidios e &cidos graxos (Tabela 5).

Resposta ao estresse

Processo metabdlicolipidico
Resposta de defesa

Processo metabélicolipidico celular
Resposta inflamatéria

Ativagio celular

Adesio célula-célula

Ativagio deleucocitos

0,05

Ativagio delinfocitos

Adesido deleucdcitos

Processo de biossintese de dcido orginico
Processo de biossintese de acido carboxilico
Processo de biossintese de dcidos graxos
processometabdlico de cidos graxos insaturados
Processo metabdlico de icosanoides

Processo de biossintese de dcidos graxos insaturados

Processo de biossintese de icosanoides

a 1 2 3 4 5 6 7 & ] 10

Figura 4. Processos biologicos dos quais os genes diferencialmente expressos em
criangas com Sindrome de Down participam, segundo a base de dados
Gene Ontology (GO). O numero de genes envolvidos é indicado no eixo
horizontal do gréfico.
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Tabela 5. Processos bioldgicos significantes em relagdo aos genes alvos
diferencialmente expressos em criangas com Sindrome de Down na categoria

dados Gene Ontology (GO).
Processos biol6gicos Genes Valor de p* Ferramenta
Reposta ao stress ADRB2, TNFRSF1B, ADRBL1, 0,0417 GO

CD40LG, BDKRBL1, LTA4H, CASP1,
PLA2G2D, ITGB1

Processo metabélico TBXAS1, PLCB4, PLCD1, LTA4H, 0,0328 GO
lipidico PLA2G2D, PLA2G5, ALOX12
Resposta de defesa TNFRSF1B, CD40LG, BDKRB1, 0,0461 GO
LTA4H, PLA2G2D, ITGB1
Processo metabélico  TBXAS1, PLCD1, LTA4H, PLA2G2D, 0,0286 GO
lipidico celular PLA2G5, ALOX12
Resposta inflamatoria TNFRSF1B, CD40LG, BDKRB1, 0,0402 GO
LTA4H, PLA2G2D
Ativacdo celular VCAM1, ICAM1, CD40LG, ITGB1, 0,0299 GO
ITGAM
Adesdo célula-célula VCAM1, ICAM1, CD40LG, ITGB1, 0,0315 GO
ITGAM
Ativacdo de VCAM1, ICAM1, CD40LG, ITGB1, 0,0216 GO
leucdcitos ITGAM
Ativacdo de linfdcitos VCAM1, ICAM1, CD40LG, ITGB1, 0,0137 GO
ITGAM
Adesdo de leucécitos VCAM1, ICAM1, CD40LG, ITGB1, 0,0000 GO
ITGAM
Processo biossintético ~ TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0443 GO
de acidos organicos
Processo biossintético ~ TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0443 GO
de &cidos carboxilicos
Processo biossintético =~ TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0143 GO
de &cidos graxos
Processo metabdlico TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0054 GO
de acidos graxos
insaturados
Processo metabélico TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0053 GO
de icosandides
Processo biossintético TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0026 GO
de acidos graxos
insaturados
Processo biossintético ~ TBXAS1, LTA4H, PLA2G5, ALOX12 0,0030 GO

de icosandides

*Corrigido pelo método Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.
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A andlise da associacdo dos 20 genes diferencialmente expressos com doengas,
utilizando a base de dados Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) e Genetic
Association Database (GAD) identificou trés classes de doencas. As doencas
metabolicas e Cardiovasculares tiveram a participacéo de 11 genes e, infeccdo englobou

seis genes (Figura 5; Tabela 6).

Valor p corrigido < 0,05
Doencas Metabdlicas -

Doenga Cardiovasclar |
Infecgao

0 2 4 6 8 10 12

Figura 5. Associacdo genética dos genes diferencialmente expressos em criangas com
Sindrome de Down com doencas, segundo as bases de dados Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) e Genetic Association Database (GAD). O nimero de

genes envolvidos é indicado no eixo horizontal do grafico.
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Tabela 6. Doencas associadas aos genes alvos diferencialmente expressos em criangas
com Sindrome de Down de acordo com as bases de dados Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) e Genetic Association Database (GAD).

Doencas ou Vias

. Genes Valor de p* Ferramenta
metabdlicas
Doengas VCAML1, ICAM1, ADRB2, TNFRSF1B, 0,0149 OMIM/GAD
metabélicas ADRB1, BDKRB1, HTR3A, PLA2G2D,
CACNA1D, PLA2G5, ALOX12
Doencas VCAML1, ICAM1, ADRB2, TNFRSF1B, 0,0049 OMIM/GAD

ADRB1, CD40LG, BDKRB1, LTA4H,

Cardiovasculares CASP1, ITGB1, ALOX12

Infecgéo VCAML1, ICAM1, ADRB2, TNFRSF1B, 0,0653 OMIM/GAD
CD40LG, CASP1
*Corrigido pelo método Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.
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IV. DISCUSSAO

O desequilibrio na expressao génica causado pela presenca de genes extras do
cromossomo 21 e a influéncia exercida pelos produtos destes em outros genes
dissdbmicos ou na atividade de proteinas especificas sdo as possiveis explicacfes para a
correlagcdo existente entre a trissomia do cromossomo 21 e o desenvolvimento do
fenétipo da SD.512"

Estudos de transcriptomas em larga escala em SD tém sido realizados em
diferentes tipos celulares, tais como os leucocitos,*? tecido cerebral
adulto,*?PBMCs,®® linhagens linfoblasticas celulares,**® e fibroblastos fetais®*” e
evidenciam alteracdo na expressdo de multiplos genes localizados ao longo do genoma,
reforcando a hipdtese do efeito secundario de genes trissdmicos na expressdo dos
dissdmicos com consequente alteracBes em vias metabdlicas, resultando em disfuncéo
celular.®613

No presente estudo, dos 92 genes avaliados, apenas o gene ITGB2 esta
localizado no cromossomo 21 e ndo apresentou expressao diferencial entre os grupos de
criangas com SD e sem a sindrome. Embora este achado ndo corrobore com estudos
prévios, realizados em individuos com SD®*2131¥) o em modelos animais
trissdmicos™>%137) que mostraram um aumento de 50% na expressdo dos genes em
triplicata, nosso resultado pode ser explicado pela existéncia de mecanismos
regulatorios de “compensacdo” para a dosagem génica. A restauragcdo da expressao dos
genes trissdbmicos a niveis semelhantes aos dissomicos foi sugerida em estudos com
individuos com SD®® e modelos animais da sindrome.****9 Além disso, hé

evidéncias de padréo diferencial de metilagdo do DNA®Y e de expressdo alterada de
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microRNAs em diferentes tecidos®*>*® de individuos com SD que reforcam esta
hipdtese.

Dos 20 genes diferencialmente expressos em celulas mononucleares do sangue
periférico de criancas com SD deste estudo, 12 apresentaram expressdo aumentada
(PLA2G2D, CACNALD, ALOX12, VCAM1, ICAM1, PLCD1, ADRB1, HTR3A, PDEA4C,
CASP1, PLA2G5 e PLCBA4) e oito com expressdo reduzida (LTA4H, BDKRB1, ADRB2,
CD40LG, ITGAM, TNFRSF1B, ITGB1 e TBXAS1). Estes genes estdo localizados em
cromossomos dissdmicos e apresentaram, em sua maioria, valores expressivos de RQ,
ao contrério de estudos prévios de expressdo génica®**¥ que mostram que a trissomia
do 21 induz, em geral, uma sutil alteracdo global de genes distribuidos ao longo do
genoma. E possivel que esta divergéncia possa ser decorrente do tecido avaliado, do
tamanho amostral e de fatores experimentais tais como plataformas de array,
manipulacdo de tecidos, método de isolamento de RNA e processo de hibridaggo.“?
Além disso, os estudos utilizam metodologias com sensibilidade diferentes (SAGE,
microarrray, PCRq) para avaliacdo da expressdo génica®*?.

A anélise funcional, pela ferramenta KEEG, evidenciou que os genes BDKRB1 e
LTA4H, que apresentaram expressdo reduzida, estatisticamente significante, em criancas
com SD, ap0s o ajuste estatistico para mdultiplos testes, estdo envolvidos nas vias de
sinalizacdo de calcio e do metabolismo do &cido araquiddnico, respectivamente. O gene
BDKRBL1 é um receptor de cininas B1, acoplado a proteina G. As proteinas G, no estado
inativo, encontram-se acopladas a receptores no meio intracelular e, gracas a
propriedades funcionais e estruturais, quando ativadas por estimulos adequados podem

migrar para o citosol e ativar canais idnicos, ativando a transducdo de sinais.**® O
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aumento na concentracdo de ions de calcio citosdlicos pode resultar em respostas
inflamatérias cronicas e agudas.

O receptor BDKRBL liga-se especificamente a bradicinina, um peptideo de nove
aminoéacidos gerado em condicg6es fisiopatoldgicas tais como inflamacdo. Este receptor
é sintetizado ap6s lesdo do tecido*® e sua inducdo esta envolvida com a producéo de
citocinas pro-inflamatorias IL-1pB, IL-6,%4"*® migracdo de neutréfilo e ativacdo de
diversas vias de sinalizacdo celular.*® Varios estudos tém evidenciado a inducéo e/ou
aumento de expressao de BDKRB1 em diversos estados patologicos, incluindo
infeccdo,® alergia, ™Y artrite,**? cancer,™ dor cronica e inflamagéo,*****" diabetes
melitus®® e distarbios neuroldgicos tais como epilepsia, acidente vascular cerebral,
esclerose mltipla®® e doenca de Alzheimer (DA).®”

Na DA, uma doenca de manifestacdo precoce em individuos com SD,*¥ a
inducdo de BDKRB1 parece contribuir com a neuroinflamagdo.**® Recentemente, esta
hip6tese tem sido reforcada no estudo de Lacoste et al.">” Esses autores encontraram
aumento nos niveis da proteina do BDKRB1 no hipocampo de camundongos mutados
com APP (amyloid precursor protein), associada com formac&o de placas beta-amil6ide
e deficiéncia de memoria e demonstraram que o bloqueio crénico de BDKRB1
melhorou significativamente o desempenho de aprendizagem e memoria, a funcao
vascular cerebral, assim como diversas alteragcdes anatomopatoldgicas da DA observada
nestes camundongos.

Em nosso estudo, poderiamos especular que as criangas do presente estudo estariam
protegidas da neuroinflamagdo, uma vez que a expressio de BDKRB1 foi reduzida,
entretanto, somente um seguimento em longo prazo desses individuos poderia nos fornecer

informacdes quanto ao desenvolvimento ou ndo da DA.
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Outro aspecto relevante é que a expressdo do gene BDKRB1 € induzida em
estados patoldgicos, incluindo infecgdo, como referido anteriormente. Considerando que
individuos com a SD apresentam uma maior frequéncia de infeccdo poderiamos esperar
um aumento na expressao desse gene no grupo de criangas com SD do presente estudo.
Entretanto, um dos critérios de exclusdo foi auséncia de manifestagdes clinicas
sugestivas de infeccdo aguda e auséncia de infecgdo cronica, portanto, é possivel sugerir
que os individuos com a SD possam apresentar um nivel de expressdo basal menor em
relacdo aqueles sem a sindrome, e que em processos infecciosos, mesmo com 0
aumento de expressdo do gene BDKRBL1 as vias de producdo de citocinas, migracdo de
neutrofilo e ativacdo de diversas vias de sinalizacdo celular estariam comprometidas e
0s mecanismos envolvidos nos processos de infeccdo/inflamacdo seriam menos
eficientes.

O gene LTA4H também apresentou expressdo reduzida, estatisticamente
significante, nas criancas SD do presente estudo, apds correcdo para multiplos testes. A
proteina codificada por este gene € uma metaloenzima de zinco bifuncional que
converte leucotrieno A4 (LTA4) em leucotrieno B4 (LTB4).4%? O LTA4 também pode
se associar com glutationa reduzida, por meio da sintase LTC4, para produzir LTC4.
Ambos, LTB4 e LTC4, participam do metabolismo extracelular no qual o LTC4 ¢
convertido em LTD4, que por hidrélise de aminoacidos sequenciais, resulta na producgéo
de LTE4.M% Os leucotrienos (LTs) sdo potentes mediadores lipidicos eicosanoides que
atuam em diversas reacOes inflamatorias e alérgicas, principalmente as do sistema
respiratorio. Sao os principais produtos do metabolismo do acido araquidénico, os quais
sdo produzidos pelas células inflamatérias como leucdcitos polimorfonucleares,

macréfagos e mastécitos.?
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O LTB4, em especial, € um potente mediador lipidico pro-inflamatorio
sintetizado pelas células do sistema imunoldgico e estimula a producdo de varias
citocinas, implicadas nas doencas inflamatorias cronicas como doenca inflamatéria do
intestino,® inflamagdo neutrofilica pulmonar cronica, % artrite,**® e asma.*” Pode
desempenhar um papel no recrutamento de células inflamatdrias para o local da leséo
tecidual. ®®® Assim, a expressdo alterada do gene LTA4H observada no presente estudo,
sugere que os individuos com SD possam apresentar um mecanismo menos eficiente de
producdo de leucotrienos comprometendo as respostas inflamatdrias.

Também foram utilizadas as ferramentas PANTHER e GO com o intuito de
explorar as fungdes biologicas dos 20 genes diferencialmente expressos, nas criangas
com SD. Os resultados obtidos mostraram que, de acordo com a base de dados GO o
gene BDKRB1 esteve envolvido nas respostas ao estresse, defesa e de inflamagédo. Ao
passo que, pela ferramenta PANTHER, este gene participou do processo de transducao
de sinais e comunicacdo celular. Os mecanismos transducdo de sinais envolvidos na
ligagdo com receptores de antigenos em células B e T requerem um conjunto de
interagcBes altamente coordenadas de proteinas transmembréanicas e citosélicas. Tem
sido sugerido que alterages nos eventos de sinalizagdo das células T, em resposta a
agentes mitogénicos, podem resultar em proliferacdo anormal de linfocitos de
individuos com SD."®) Em estudo de larga escala, utilizando a técnica de SAGE, em
linfocitos trissdmicos para o cromossomo 21 identificou-se varios transcritos com
expressao reduzida que codificam proteinas envolvidas na sinalizacdo de receptores de
células B e T.®Y

Em relacio ao gene LTA4H, a ferramenta PANTHER evidenciou seu

envolvimento nos processos de defesa e imunidade e do metabolismo de lipidios, acidos
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graxos e esteroides. Enquanto que pela base de dados GO, este gene participou dos
processos biologicos de respostas ao stress, de defesa e de inflamacdo. Esses processos
estdo diretamente relacionados ao sistema imune, suportando a hipdtese de que a
deficiéncia imunoldgica apresentada pelos individuos com SD pode ser decorrente da
alteracdo de expressdo de multiplos genes dissdmicos, incluindo BDKRB1 e LTA4H,
que afetariam mdltiplas vias envolvidas nesse sistema.**4?

Vale também ressaltar a via de moléculas de adesdo celular (MACs),
evidenciada pela base de dados KEEG, envolvendo os genes VCAM1, ICAM1,
CD40LG, ITGB1 e ITGAM. Apesar desses genes nao apresentarem expressao
diferencial estatisticamente significante, ap0s ajuste estatistico para multiplos testes,
tiveram grande participacdo em diferentes processos bioldgicos, como evidenciado
pelas ferramentas PANTHER e GO. Além disso, esses cinco genes participaram dos
processos de ativacdo celular, adesdo célula-célula, ativacdo de leucdcitos, ativacao de
linfocitos e adeséo de leucdcitos.

Os genes VCAM1 e o ICAM1 apresentaram expressdo aumentada em criangas
com SD. Estes genes sdo intimamente relacionados quanto a estrutura e funcéo e,
codificam glicoproteinas de superficie celular expressa em células endoteliais ativado
por citocinas. Essas glicoproteinas sdo ligantes para integrinas que participam da adeséo
de leucécito ao endotélio “°61¢71®) o tem importante papel na transducdo de sinais,
principalmente nas vias proinflamatoria, promovendo o recrutamento de células imunes
inflamatérias como macréfagos e granuldcitos.**® Um exemplo desse processo é o
recrutamento de leucdcitos mononucleares para as lesGes vasculares, observadas no

estagio inicial da aterosclerose, pela expressdo endotelial de VCAM1.470
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O ICAML1 se liga as integrinas do tipo CD11, conhecido como Antigeno-1
associado a funcdo do linfécito (LFA-1),"®” um receptor encontrado nos leucécitos.""
Quando ativados, pela via ICAM-1/LFA-1, os leucdcitos ligam-se as células endoteliais
e migram para dentro dos tecidos, promovendo uma resposta inflamatéria..”? O ICAM1
também tem importante papel na transducdo de sinais, como evidenciado pela
ferramenta PANTHER, principalmente nas vias pro-inflamatorias, promovendo o
recrutamento de células imunes inflamatérias como os macréfagos e granulécitos®®?.
Em virtude de seu papel na inducéo do processo proinflamatorio, a proteina ICAM1, em
condi¢cdes normais, ocorre em baixas concentracbes na membrana dos leucocitos e
células endoteliais."®® Portanto, sua expressdo aumentada, como detectada no presente
estudo, pode ser o responsavel pelos altos indices de infecgdes observadas nas criangas
com SD.

Lin et al.%® em um ensaio de adesdo celular, com a proteina recombinante
ICAM-1, mostraram expressdo aumentada do LFA-1 em linfdcitos de pacientes com SD
e menor adesdo destas células em comparagdo com os controles sem a sindrome.
Alteraces na fungdo do LFA-1 podem comprometer a ativacdo e maturacdo de

linfocitos. 6%

Estes resultados sugerem que 0s processos patologicos mais
generalizados, tais como senescéncia precoce do sistema imunologico ou ativacdo
ineficaz de linfocitos, e subsequente disfuncdo da integrina pode constituir a base das
deficiéncias imunoldgicas em pacientes com SD.

No presente estudo o gene CD40LG mostrou expressdo reduzida em criancas
com SD, confirmando dados da literatura, conforme observado em estudos realizados

por Letourneau et al.®®*® e Zampieri et al.*? em fibroblastos fetais de gémeos

monozigdticos e em PMBCs de criangas SD, respectivamente. A proteina codificada
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pelo gene CD40LG, um ligante do receptor CD40, é expressa na superficie das células
T e regula a fungdo das células B. A interacdo CD40 e seu ligante ativam uma
sinalizagdo pro-inflamatéria.*®® Alteracdes na via de sinalizacio CD40/CD40LG levam
a uma imunodeficiéncia congénita, caracterizada por niveis baixos/ausentes de IgG e
IgA, linfécitos B circulantes normais e aumento de IgM.*™

O gene ITGB1 e 0 gene ITGAM foram encontrados com expressao reduzida nas
criancas com SD em nosso estudo. O gene ITGB1 codifica um receptor de membrana
envolvido na adesdo celular e alteragdes em sua expressdo pode ter um impacto na
via de regulacdo da actina que compde o citoesqueleto o qual estd implicado no
crescimento, sobrevivéncia e motilidade celular.:”**"" De fato, tem sido demonstrado
gue o namero de linfdcitos totais € menor em criancas com SD em relacéo aquelas sem
a sindrome.® Além disso, a maturacdo de linfocitos é prejudicada nestes individuos.®?
O gene ITGAM codifica a cadeia alfa M da integrina. Este dominio, contendo integrina
alfa, combina com a cadeia beta 2 (ITGB2) para formar uma integrina especifica de
leucdcitos designada como receptor de macréfagos 1 (Mac - 1). O alfa M da integrina
beta- 2 é importante na aderéncia de neutrofilos e mondcitos ao endotélio estimulado, e
também na fagocitose de particulas revestidas do complemento.®™®

Anormalidades na diferenciacdo, maturacdo e ativacdo de linfocitos T e,
linfocitopenia, tem sido relatadas em individuos com SD, resultando em um sistema
imunolégico deficiente.**?" Além disso, um aumento de ades&o celular foi observado
em linhagem de linfécitos provenientes de individuos com SD em funcdo da expresséo
aumentada da integrina LFA-1 (lymphocytefunctional antigen-1)*"® contribuindo para

essa deficiéncia.
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Embora estudos adicionais sejam necessarios para melhor compreensdo da
contribuicdo dos genes diferencialmente expressos nos individuos com SD em relagédo
aqueles sem a sindrome do presente estudo, a expressdo alterada de varios genes do
presente estudo, em especial BDKRBL1 e LTA4H, considerando suas fungdes na resposta

inflamatoria, sugere um papel relevante dos mesmos na patogénese da SD.
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V. CONCLUSAO

1. Criangas com SD apresentam expressdo diferencial de genes ndo localizados no
cromossomo 21, em PBMCs, em relacdo a criancas sem a sindrome.

2. A expressdo alterada de maltiplos genes dissdmicos em PBMCs de individuos com
SD pode afetar processos biologicos envolvidos na resposta inflamatoria, tais como
ativacdo e adesdo de leucdcitos, ativacdo de linfdcitos, adesdo e comunicacdo celular,

transducdo de sinais, vias de sinalizacdo de calcio e metabolismo do &cido araquidonico.
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VII.ANEXOS




Descrigdo dos genes envolvidos na resposta inflamatdria com ensaios incluidos no
Kit TagMan® Array Plate Human Inflammation (Applied Biosystems) para analise
de expressdo génica por PCRqQ.
14-3-3eta  14-3-3 protein eta

18S Ribosomal RNA

A2M Alpha-2-macroglobulin
ADA Adenosine deaminase
ADRB1 Adrenoceptor beta 1

ADRB2 Adrenoceptor beta 2, surface

AGPAT3 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3
AIRE Autoimmune regulator

ALOX12 Arachidonate 12-lipoxygenase

ALOX5 Arachidonate 5-lipoxygenase
ANXA1 Annexin Al

ANXA3 Annexin A3

ANXAS5 Annexin A5

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2A1 BCL2-related protein Al

BCL2L1 BCL2-like 1

BDKRB2 Bradykinin receptor B2

BTG3 BTG family, member 3

C210rf33 Chromosome 21 open reading frame 33

CACNAILC  Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit
CACNALD Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit

CACNA2D1 Calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1



CACNB2

CACNB4

CASP1

CCL3

CCR2

CCR5

CCRY

CD19

CD28

CD40

CD40LG

CD40LG

CD80

CES1

CSTB

CXCR4

CYSLTR1

EDN1

FCER2

FCRL2

FOS

GABPA

GABRG2

GAPDH

Calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit
Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
Chemokine (C-C motif) ligand 3

Chemokine (C-C motif) receptor 2

Chemokine (C-C motif) receptor 5 gene/pseudogene)
Chemokine (C-C motif) receptor 7

CD19 molecule

CD28 molecule

CD40 ligand

CD40 ligand

CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD80 molecule

Carboxylesterase 1

Cystatin B (stefin B)

Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

Cysteinyl leukotriene receptor 1

Endothelin 1

Fc fragment of IgE, low affinity Il, receptor for (CD23)
Fc receptor-like 2

FBJ osteosarcoma oncogene

GA binding protein transcription factor, alpha subunit 60kDa
Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, gamma 2

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase



GART

GTF3A
GUSB
HLA-DOA
HLA-DOB
HLA-DRB3

HLCS

HPGD
HPRT1
HRH1
HRH2
HRH3
Hsp70-1
HTR3A
HTR3B
ICAM1
IKBKB
IL10
IL1IR1
IL1IR2

ILIRAPL2

Phosphoribosylglycinamide formyltransferase,
phosphoribosylglycinamide synthetase, phosphoribosylaminoimidazole
synthetase

General transcription factor I11A

Glucuronidase, beta

Major histocompatibility complex, class Il, DO alpha

Major histocompatibility complex, class Il, DO beta

Major histocompatibility complex, class Il, DR beta 3

Holocarboxylase synthetase (biotin-(proprionyl-CoA-carboxylase (ATP-
hydrolysing)) ligase)

Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD)

Hipoxantina fosforribosil transferase

Histamine receptor H1

Histamine receptor H2

Histamine receptor H3

Heat shock 70kDa protein 1A

5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3A, ionotropic
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3B, ionotropic

Intercellular adhesion molecule 1

Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta
Interleukin 10

Interleukin 1 receptor, type |

Interleukin 1 receptor, type Il

Interleukin 1 receptor accessory protein-like 2



ILIRL1

IL2RA

IL2RB

IL2RG

IL6

IL-8

ITGAL

ITGAM

ITGAV

ITGB1

ITGB2

KLK1

KLK14

KLK15

KLK2

KLK3

KLKB1

KNG1

L13 a

L29

L37

LTB4R

Interleukin 1 receptor-like 1

Interleukin 2 receptor, alpha

Interleukin 2 receptor, beta

Interleukin 2 receptor, gamma

Interleukin 6

Interleucin 8

Integrin, alpha L (antigen CD11A (p180), lymphocyte function-
associated antigen 1; alpha polypeptide)

Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit)
Integrin, alpha V

Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29
includes MDF2, MSK12)

Integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit)
Kallikrein 1

Kallikrein-related peptidase 14

Kallikrein-related peptidase 15

Kallikrein-related peptidase 2

Kallikrein-related peptidase 3

Kallikrein B, plasma (Fletcher factor) 1

Kininogen 1

Ribosomal protein L13a

Ribosomal protein L29

Ribosomal protein L37

Leukotriene B4 receptor



LTB4R2 Leukotriene B4 receptor 2

LTC4S Leukotriene C4 synthase
LY6E Lymphocyte antigen 6 complex, locus E
MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1

MAPK14 Mitogen-activated protein kinase 14

MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3
MAPKS Mitogen-activated protein kinase 8
MC2R Melanocortin 2 receptor (adrenocorticotropic hormone)

MCM3AP Minichromosome maintenance complex component 3 associated protein

NFKB Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells

NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible

NPDC1 Neural proliferation, differentiation and control, 1
NR3C1 Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1
PBEF1 Pre B cell colony enhancing fator 1

PDE4A Phosphodiesterase 4A, cCAMP-specific

PDE4B Phosphodiesterase 4B, cCAMP-specific

PDE4C Phosphodiesterase 4C, cAMP-specific

PDE4D Phosphodiesterase 4D, cCAMP-specific

PDGFD Platelet derived growth factor D

PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
PDXK Pyridoxal (pyridoxine, vitamin b6) kinase

PFKL Phosphofructokinase, liver

PLA2G10 Phospholipase A2, group X

PLA2G1B Phospholipase A2, group IB (pancreas)



PLA2G2A  Phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid)
PLA2G2D  Phospholipase A2, group 11D

PLA2G4C  Phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium-independent)
PLA2G5 Phospholipase A2, group V

PLA2G7 Phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase,

plasma)
PLCB2 Phospholipase C, beta 2
PLCB3 Phospholipase C, beta 3 (phosphatidylinositol-specific)
PLCB4 Phospholipase C, beta 4
PLCD1 Phospholipase C, delta 1
PLCE1 Phospholipase C, epsilon 1
PLCG1 Phospholipase C, gamma 1
PLCG2 Phospholipase C, gamma 2 (phosphatidylinositol-specific)

POFUT2 Protein O-fucosyltransferase 2

PTAFR Platelet-activating factor receptor

PTGDR Prostaglandin D2 receptor (DP)

PTGER2 Prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa

PTGER3 Pprostaglandin E receptor 3 (subtype EP3)

PTGFR Prostaglandin F receptor (FP)

PTGIR Prostaglandin 12 (prostacyclin) receptor (IP)

PTGIS Prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase

PTGS1 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase

and cyclooxygenase)



PTGS2

RGS2
SKI

soD1
TBXA2R
TBXAS1
TCF7
TGF-p1
TMEM131
TNF
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TNFSF13B
UBE2G2
UCHL1
VAV2

VCAM1

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase

and cyclooxygenase)

Regulator of G-protein signaling 2

V-ski sarcoma viral oncogene homolog (avian)
Superoxide dismutase 1, soluble

Thromboxane A2 receptor

Thromboxane A synthase 1 (platelet)

Transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box)
Transforming growth factor, beta 1

Transmembrane protein 131

Fator de necrose tumoral

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b

Ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2

Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase)

Vav 2 guanine nucleotide exchange factor

Vascular cell adhesion molecule 1
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Autarquia Estadual - Lei n.” 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.° 74.179 de 14/06/74)
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Parecer n.° 043/2010

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo CEP n® 0297/2010 sob a responsabilidade de Erika
Cristina Pavarino Bertelli, com o titulo “E;press&o de genes envolvidos na
resposta imunolégica e de micro-RNAs em criangas com Sindrome de Down”,
estd de acordo com a Resolugdo do CNS 196/96 e foi aprovado por esse

" cep. ¢
Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolgg&o 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conheci;r\enfo deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de

relatério completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 08 de fevereiro de 2010.

Dr® Maria Angélica Benes Teixeira Lemos
Secretdria do CEP/FAMERP

Prof. . Ant
Cotrdenagof

- 4 e U G R RS

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S&o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3227-6201 - www.famerp.br



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Satde, resolugdo 196/96)

Titulo da Pesquisa: Investigagdo da expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria
em criangas com sindrome de Down.
Pesquisadora Responsavel: Profa Dra Erika Cristina Pavarino.
fspaiEavel | Boal o ool R ;
declaro que autorizo meu filho (a) a participar como voluntério (a) do projeto de pesquisa
“Investigagdo da expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria em criangas com
sindrome de Down ”, conforme consentimento do mesmo. Declaro ainda que fomos
satisfatoriamente esclarecidos que:

A) o objetivo do estudo € investigar genes (matérial genético) envolvidos na resposta
inflamatéria em criangas com Sindrome de Down e em criangas sem a sindrome para
identificar diferengas clinicas entre os grupos de criangas; B) o estudo molecular serd
realizado utilizando-se RNA (material genético) extraido de sangue periférico de criangas
com sindrofie de Down (grupo caso) e de criangas sem a sindrome (grupo controle); C) o
sangue serd colhido com seringa descartavel por profissionais habilitados e o risco da coleta
inclui vermelhiddo local transitdria, e raramente a formagdo de pequenos hematomas e
inflamagdo local; D) posso consultar a pesquisadora responsavel em qualquer época,
pessoalmente ou pelo telefone (17) 3201-5904, para esclarecimento de qualquer duvida; E)
estou livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa e que ndo preciso
apresentar justificativas para isso; F) todas as informagdes fornecidas e os resultados serdo
mantidos em sigilo e estes tltimos somente serdo utilizados para divulgagdo em reunides e
revistas cientificas; G) autorizo o armazenamento do material coletado e serei contatado (a)
para conceder ou ndo a autorizagdo para o uso deste material em futuros projetos.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo.

Sdo José do Rio Preto, . de ”

Responsével legal Erika Cristina Pavarino
Pesquisadora Responsével

Em caso de duvidas contatar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto, telefone: (17) 32015813



