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RESUMO

Introducdo: A sindrome de Down (SD), causada pela trissomia do cromossomo 21,
apresenta ocorréncia de aproximadamente um a cada 800 nascidos vivos. Diversas
manifestacdes clinicas sdo observadas nos individuos com a sindrome, dentre elas,
alteracbes no sistema imunoldgico. O sistema imunoldgico deficiente na SD pode
contribuir para o aumento da suscetibilidade a infecgdes, uma das principais causas de
hospitalizacdo e morte de individuos com a sindrome. A trissomia 21 pode causar
mudancas globais na expressdo génica, incluindo aquelas ndo localizadas no
cromossomo 21, que regulam o0s processos imunolégicos/inflamatérios e outros
mecanismos fisiologicos. Objetivo: Validar, em um grupo maior de individuos com
SD, a expressdo relativa de miRNAs e genes, envolvidos em vias
inflamatdrias/imunolégicas, que apresentaram expressao alterada em seis criangas com
SD em nossos estudos anteriores e que também mostraram associagdo por predigdo in
silico. Material e Métodos: A predicdo in silico dos genes alvos dos miRNA foi
realizada utilizando o banco de dados online DIANA-MicroT-CDS v.5.0 considerando
como valor de corte (threslold) o escore 0,8. Para confirmar a expressdo diferencial dos
genes alvo de miRNA preditos pela analise in silico, amostras de RNA foram obtidas de
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de 67 criancas com SD (grupo
caso) e 60 criancas sem a sindrome (grupo controle). A comparacdo da idade entre 0s
grupos foi realizada pelos testes Anderson Darling e Man-Whitney no programa

GraphPadPrism.
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A expressdo dos miRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e hsa-miR-668-3p e dos
genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D foram analisadas por reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (PCRq), usando ensaios Tagman no sistema StepOnePlus Real-Time PCR.
Os dados de expressdo génica foram normalizados pela aplicacdo do teste Anderson
Darling e a analise estatistica foi realizada usando o teste Onesample T test, adotando
valor de 0=0,05, no software GraphPad Prism verséo 8.0. Resultados: A predi¢éo in
silico identificou a existéncia de possivel interacdo entre trés miRNAs e trés genes
diferencialmente expressos em estudos anteriores na SD. Dois dos microRNAs
avaliados (hsa-miR-942-5p e hsa-miR-668-3p) ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre o grupo caso e controle. Individuos com SD
apresentaram expressao aumentada do miRNA hsa-miR-378a-3p e expressdo diminuida
dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D. Conclusédo: Criangas com SD apresentam, em
relacdo as criangas sem a sindrome, expressdo reduzida dos genes CCR7, IKBKB e
PLA2G2D e expressdo aumenta do miRNA hsa-miR-378a-3p, ndo localizados no
cromossomo 21, podendo  contribuir para  deficiéncia de  processos

imunologicos/inflamatorio na SD.

Palavras -Chave: Sindrome de Down; Expressdo génica; microRNAS.
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ABSTRACT

Introduction: Down syndrome (DS), caused by trisomy of chromosome 21, has an
occurrence of approximately one in 800 live births. Several clinical manifestations are
observed in individuals with the syndrome, including changes in the immune system.
The immune system impaired in Down syndrome can contribute to the increase in
susceptibility to infections; one of the main causes of hospitalization and death of
individuals with DS. Trisomy 21 can cause global changes in gene expression,
including those not located on chromosome 21, which regulate immune / inflammatory
processes and other physiological mechanisms. Objective: To validate, in a larger
group of individuals with DS, the relative expression of miRNAs and genes, involved in
inflammatory / immunological pathways, which showed altered expression in six
children with DS in our previous studies and who also showed association by in silico
prediction. Material and Methods: The in silico prediction of the miRNA target genes
was performed using the online database DIANA-MicroT-CDS v.5.0 considering the
score 0.8 the as cutoff value (threshold). To confirm the differential expression of the
target miRNA genes predicted by in-silico analysis, RNA samples were obtained from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 67 children with DS (case group) and
60 children without the syndrome (control group). The age comparison between the
groups was performed using Anderson Darling and Man-Whitney test in the Graph
PadPrism version 8.0 program. The expression of the hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-
5p and hsa-miR-668-3p miRNAs and the CCR7, IKBKB and PLA2G2D genes were
analyzed by quantitative polymerase chain reaction (qQPCR), using Tagman assays in the
StepOnePlus Real-Time PCR system. The gene expression data were normalized by the
application of the Anderson Darling test, and statistical analysis was performed using
the Onesample T test, adopting a value of a = 0.05, in the GraphPad Prism software
version 8.0. Results: In silico prediction has identified the existence of a possible
interaction between three miRNAs and three genes differentially expressed in previous
studies in DS. Two of the microRNAs evaluated (hsa-miR-942-5p and hsa-miR-668-3p)
did not show statistically significant difference between the case and control groups.
Individuals with DS showed increased expression of the hsa-miR-378a-3p miRNA and
decreased expression of the CCR7, IKBKB and PLA2G2D genes.
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Conclusion: Children with DS have, in relation to children without the syndrome,
reduced expression of the CCR7, IKBKB and PLA2G2D genes and increased expression
of the hsa-miR-378a-3p miRNA, not located on chromosome 21, which may contribute

to disability of immunological / inflammatory processes in DS.

Keywords: Down syndrome; Gene expression; microRNAs.
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1. INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD) é a anomalia cromossdmica mais comum e a causa
mais frequente de deficiéncia intelectual (1,2), com ocorréncia de aproximadamente um
em cada 800 nascidos vivos (3). Foi descrita pelo médico britdnico John Langdon
Down, no ano de 1866, como um transtorno mental e, posteriormente, sua etiologia foi
associada a presenga da trissomia do cromossomo 21 por Lejeune, em 1959 (2,4).

A maioria dos casos de SD (95%) ocorrem em decorréncia de erro de diviséo
celular (ndo-disjuncdo cromossdmica) que resulta na copia extra total ou parcial do
cromossomo 21 (5). Em menor frequéncia ocorrem translocacdo robertsoniana (3% a
4% dos casos), na qual parte do cromossomo 21 justapOe-se a outro Cromossomo
acrocéntrico e, mosaicismo (1-2% dos casos) quando ha presenca de células trissomicas
e dissbmicas para o0 cromossomo 21 no mesmo individuo (6).

A ocorréncia de sinais dismorficos e clinicos varia entre os individuos com SD
(3,7), com excecdo da deficiéncia intelectual que esta presente em todos os acometidos
(1). Outras alteragdes do desenvolvimento neuroldgico incluem a diminuicdo da
coordenacdo motora, consciéncia social limitada, aumento da incidéncia de desordem
do espectro do autismo e manifestacdo precoce da doencga de Alzheimer, com inicio aos
35-40 anos de idade (3,8,9).

As malformacdes congénitas, em especial as cardiopatias, afetam
aproximadamente 50% dos individuos com SD (10). Anormalidades hematologicas
como a mielopoiese anormal transitéria; uma forma de pré-leucemia mieldide, ocorre
em até 10% dos neonatos com a sindrome (3,11) e, um risco aumentado de leucemias
linfoblasticas também é observado nas criancas com trissomia do cromossomo 21 (12).
Por outro lado, os tumores solidos apresentam baixa incidéncia na SD, exceto para
cancer de testiculo (13). Uma das hipéteses para a protecdo de tumores solidos na SD é
a presenca adicional de material genético do cromossomo 21 supranumerario, tais
como, genes supressores de tumor ou regides/genes que possuem interagdes com genes
localizados em outros cromossomos, modificando fungdes e processos bioldgicos em
varios tecidos (12).

Os transtornos autoimunes, tais como, disturbios da tiredide (incluindo
hipotireoidismo e doenga de Hashimoto), doenca celiaca, diabetes tipo | e artrite séo
mais frequentes na SD em comparacdo com a populacéo geral (14-16). Estudos também

mostram que pessoas com SD apresentam risco aumentado de infecgdes (12), em



especial as que afetam o trato respiratério, que sdo responsdveis por internagdes
recorrentes na infancia (17-19).

E possivel que o desenvolvimento aumentado de infeccBes, autoimunidade e
malignidades hematol6gicas na SD estejam associadas a deficiéncia intrinseca da
resposta imunoldgica observada nos individuos com a sindrome (12,20). Tem sido
descrito, ha mais de dez anos, que individuos com SD podem apresentar involugdo
acelerada, maturacdo anormal e funcdo diminuida do timo que resultam em
anormalidades de diferenciacdo, maturacdo e ativacdo de subclasses de células T
(21,22). Estudos recentes tém reforgado estes achados demonstrando diminui¢do das
subpopulacdes periféricas de linfocitos T naive e de memoria (23), reguladores (Treg) e
citotoxicos, bem como alteragdes morfoldgicas do timo (24). A quantidade de linfécitos
B na circulagéo periférica pode apresentar-se normal ou levemente diminuida, porém é
observada reducdo no numero de células B maduras e de memdria (23,25). Além disso,
criangas com SD respondem mal a imunizagdo primaria, produzindo significativamente
menos celulas B de memdria e anticorpos em comparagao a seus irmdos sem a sindrome
(25-27). Na SD a maturacdo de IgA e IgM também ¢é prejudicada e os niveis sericos de
IgM sdo mais baixos enquanto de IgA e IgG apresentam-se mais altos (28).

Outro aspecto que contribui com resposta imune deficiente na SD é a alteracao
nas concentragdes sericas ou plasmaticas de interleucinas (IL), tais como, IL-1p, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12, IL-10 e de outros mediadores inflamatérios, como interferon gama
(INFy), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e metaloproteinases da matriz (MMP-1,
MMP-3, MMP-9) (29-31).

1.1. Expresséo génica e alteragdes imunoldgicas na SD

As manifestacdes clinicas observadas na SD podem ser explicadas pelo
resultado direto da expressao dos genes trissomicos localizados no cromossomo 21 que,
segundo a base de dados GENCODE (www.gencodegenes), totalizam 233 genes
codificadores de proteinas, com importante funcédo celular. Adicionalmente, alteracdes
transcricionais de genes localizados em outros cromossomos, em resposta a expressao
dos genes presentes em triplicata, também podem contribuir com as disfungdes clinicas
observadas na SD (2,32).


http://www.gencodegenes/

Considerando o desequilibrio regulatorio de expressdo génica na SD, em
consequéncia da trissomia do cromossomo 21, é possivel que a imunodeficiéncia
intrinseca, observada nos individuos com a sindrome, possa ser resultante da expressao
diferencial de genes dissdmicos, envolvidos em processos imunolégicos, localizados em
outros cromossomos (32-34).

Estudos de expressdo génica realizado pelo nosso grupo de pesquisa em células
mononucleadas do sangue periférico (PMBC) de criancas com SD, utilizando array de
baixa densidade (Tag Man low density array, Applied Biosystems), demonstraram
expressdo reduzida de 21 genes (BCL2, CCL3, CCR7, CD19, CD28, CD40, CD40LG,
CD80, EDN1, IKBKB, IL6, NOS2, SKI, LTA4H, BDKRB1, ADRB2, CD40LG, ITGAM,
TNFRSF1B, ITGB e TBXAS1) e expressao elevada de outros 16 genes (BCL2L1, CCR2,
CCR5, IL10PLA2G2D, CACNA1D, ALOX12, VCAM1, ICAM1, PLCD1, ADRB1,
HTR3A, PDE4C, CASP1l, PLA2G5 e PLCB4) que participam de vias
imunologicas/inflamatdrias, todos localizados em cromossomos dissdmicos (35,36).

Até 0 momento, apenas nosso grupo de pesquisa mostrou expressao diferencial,
em individuos com SD, para os genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D (35,36), que sdo
avaliados também pelo presente estudo. O gene CCR7 (receptor de quimiocinas 7),
localizado no cromossomo 17g21.2, codifica um receptor de membrana acoplado a
proteina G expresso na superficie celular de linfécitos T, B e células dendriticas
ativadas que é essencial para controle e tolerancia do sistema imune (37). Este gene e
seus ligantes CCL19 (ligante 19 de quimiocinas C) e CCL21 (ligante 21 de quimiocinas
C) sdo responsaveis por promover o direcionamento de linfocitos T e das células
apresentadoras de antigenos (APCs) para areas dos tecidos linfoides onde ocorre a
apresentacdo de antigeno pelas APCs, com subsequente diferenciacdo dos linfécitos
naive em outras subclasses de linfocitos (38-40). CCR7 também é essencial para a
migracdo de células dendriticas da periferia para os linfonodos ap6s a captura de
antigenos (41). Apos o reconhecimento do antigeno, a expressdo de CCR7 é diminuida
nas células T ativadas, para estas migrarem dos linfonodos para a area infectada (42).

A expressdo de CCR7 também é necessaria para a diferenciacdo e maturacdo dos
timocitos e, camundongos knockout para o gene CCR7 (CCR7-/-) apresentam numeros
reduzidos deste tipo celular (43,44). Além disso, camundongos deficientes em CCR7
apresentam linfonodos desprovidos de células T (45,46)(45,47), microarquitetura de
orgaos linfoides alterada, com linfonodos linfopénicos, deficiéncia em células

dendriticas e células MHC (moléculas do complexo principal de histocompatibilidade)



de classe Il e, &reas medulares do timo menores que de camundongos controles (40,48).
Como consequéncia dos multiplos defeitos no posicionamento dos érgdos linfoides, os
camundongos deficientes em CCR7 apresentam inducéo tardia de respostas imunes
adaptativas, prejuizo na tolerancia central e periférica e funcdo defeituosa de células T
reguladoras (40,49,50).

O gene IKBKB (inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit beta),
localizado no cromossomo 8pl11.21, codifica uma proteina que atua diretamente na via
de ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) (51). Em resposta a
estimulos, os receptores de membrana celular sinalizam a fosforilagdo da proteina IkB
pelo complexo IkB quinase (IKBKB), consequentemente, IkB sofre ubiquitinagéo e
degradacdo no proteossoma (52,53). Com a degradacdo da proteina 1kB, o dimero NF-
kB é ativado e se dirige ao nucleo, promovendo a expressdo de genes envolvidos na
proliferacdo celular, apoptose e inflamacdo (54). Portanto, NF-kB tem papel
fundamental na manutencdo da homeostase tecidual, regulacdo da sobrevivéncia celular
e ativacdo da resposta imune inata e adaptativa (55) e, alteracbes em sua regulacao
podem levar ao desenvolvimento de varias doencas imunoldgicas (54).

A via de sinalizacdo hipotalamica de NF-kB, por exemplo, esta envolvida na
resposta inflamatdria e contribui para a patogénese da obesidade ao induzir resisténcia a
insulina e leptina por meio da inflamacdo das células hipotalamicas (56,57). Sabe-se
também que a resisténcia hipotalamica a esses horménios esta associada a desregulacao
do apetite, aumento da fome e inflamacdo neuronal, aspectos que sdo comumente
observados na SD (56). O gene PLA2G2D (phospholipase A2 group I1), localizado no
cromossomo 1p36.12, codifica a proteina PLA2G2D que € um membro da familia
fosfolipase A2 (58). Os membros da familia de fosfolipase A2 hidrolisam a ligacdo sn-2
de éster de acido graxos de glicerofosfolipidos para produzir lisofosfolipidos e acidos
graxos livres (58). Além de suas fungdes bem estabelecidas na digestdo de fosfolipidos,
essas enzimas também participam na defesa do hospedeiro contra infeccdes bacterianas
e estdo envolvidas na liberacdo de acido araquiddnico a partir de fosfolipidos celulares
para a biossintese de eicosandides, especialmente, durante a inflamacao (59).

A expressdo do gene PLA2G2D € abundante em células dendriticas e
macrofagos no tecido linféide, sugerindo seu papel regulatério na imunidade adquirida,
pois participa da resolucéo da resposta imune Thl, controlando os niveis de mediadores

lipidicos, como o acido docosa-hexaendico e seus metabdlitos (60,61). Recentemente,



Sato et al. (2020) mostraram que PLA2G2D é preferencialmente expresso em
macrofagos do tipo M2 (62).

Em camundongos knockout para o gene PLA2G2D (PLA2G2D-/-), psoriase e
dermatite de contato foram exacerbadas em funcdo da reducdo da expressédo de citocinas
pré-inflamatorias e do tipo Thl/Thl7 em células dendriticas ou linfonodos. Estas
afeccOes foram amenizadas com 0 aumento da expressdo deste gene em camundongos
transgénicos (58).

Adicionalmente, tem sido demonstrado que PLA2G2D atua na via de ativagédo da
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), dependente da via Rat Sarcoma (Ras)
(63), que atua como estimuladores e/ou inibidores moleculares de redes de sinalizacao
intracelular, controlando varios processos bioldgicos, incluindo proliferacdo, apoptose,
diferenciagdo e migragéo celular (64).

1.2. MicroRNAs na sindrome de Down

Cerca de 30-90% dos genes humanos s@o regulados por microRNAs (MmiRNAS)
(65), pequenas moléculas de RNAs nédo-codificantes, com um comprimento médio de
21-22 nucleotideos que regulam a expressao génica pos-transcricional (66) e varias vias
celulares e moleculares (67).

A biogénese dos miRNAs inclui sua transcricdo no nucleo celular, exportacédo
para o citoplasma e subsequente processamento e maturacdao. Os transcritos primarios
de miRNA (pri-miRNAs) sdo gerados pela RNA polimerase Il, uma enzima que
transcreve os genes de miRNA e que também é responsavel pela transcricdo de genes
codificadores de proteinas (68,69). Os pri-miRNA formam estruturas em grampo (stem-
loop) que sdo processadas, ainda no ndcleo, por um complexo constituido pela enzima
Drosha, uma nuclease do tipo RNase Ill, e pela proteina DGCR8 (70,71). A estrutura
resultante deste processamento, designada miRNA precursor (pré-miRNA), contém
cerca de 65 nucleotideos em forma de grampo,e, entdo, € transportado para o citoplasma
por meio da proteina Exportin 5 (XPO5) (69,72,73).

No citoplasma, os pre-miRNAs sdo processados pela enzima Dicer, que remove
a alca na estrutura stem-loop, gerando um miRNA maduro de fita dupla, com

aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento (74). O miRNA maduro associa-se a



proteina argonauta (AGO) que separa a fita dupla formando o “complexo de
silenciamento induzido por miRNA” (RISC), somente com uma das fitas de RNA
(75,76). Esse complexo tem a capacidade de reconhecer sequéncias complementar na
regido 3’ ndo traduzida (UTR 3’) do RNAm alvo, resultando na ndo tradugdo deste
RNAm por bloqueio dos sitios de ligagdo de complexos essenciais para 0 seguimento
datraducdo, sem degradacdo do RNAm, ou pela degradacdo desse RNAm impedindo a
tradugéo (75-77) (Figura 1).
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Pri-miRNA

Pre-miRNA

. Exportin 5

(: Pre-miRNA L5
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Figura 1. llustracdo da biogénese do microRNA.

A base de dados online miRBase (http://www.mirbase.org/search.shtml),
apresenta aproximadamente 30 miRNAs do cromossomo 21 catalogados na espécie
Homo sapiens. No entanto, apenas cinco destes miRNAs (miR-let-7c, miR-99a, miR-
125b, miR-155 e miR-802) foram identificados com a proporcdo dos niveis de
transcricdo esperada, ou seja, expressao de 1,5 vezes, devido a trissomia do
cromossomo 21 na SD (78).

Os miRNAs do cromossomo 21 tém sido investigados em varios tecidos de
individuos com SD, na tentativa de correlacionar a expressdo dessas moléculas com o
fendtipo da sindrome (79-83). Em relacdo ao sistema imunoldgico, os miRNAs miR-
99a, miR-125b e miR-155, codificados pelo cromossomo 21, foram associados ao

controle regulatério de NF-kB e a outros genes reguladores anti-inflamatérios (84) em
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estudos com individuos com doencga de Alzheimer e SD (83). Expressdo alterada do
miR-125b e miR-155 também foi observada em células B isoladas dos tecidos linfoides
e sangue periférico de pacientes com SD (85). Farroni et al. (2018) mostraram
expressao aumentada destes miRNAs nas células B de individuos com SD, tanto in
Vvivo quanto in vitro e sugeriram a participacdo de miR-125b e miR-155 na resposta
prejudicada de células B na SD (85).

Entretanto, a expressdo alterada de miRNAs na SD ndo esti restrita ao
cromossomo 21. Estudos mostram expresséo alterada de miRNAs transcritos por outros
cromossomos, que ndao o 21, em placenta de feto com SD, em fluido amnidtico e
amostras de sangue do corddao umbilical de bebés com SD e no cérebro de
camundongos modelo para sindrome (82,86-88). Estudos que utilizam analise de
bioinformética também mostram predicdo de associagcdo entre miRNAs, localizados em
outros cromossomos, e a patogénese da SD (89,90).

Estudo anterior (dados ainda ndo publicados), do nosso grupo de pesquisa,
avaliou a expressdo de 754 miRNAs por array de baixa densidade (TagMan Array
Human MicroRNA) em criangas com SD e identificou seis miRNAs, ndo localizados no
cromossomo 21, com expressdo diferencial em PMBC de criangcas com SD em relagéo
ao controle. Desses, dois apresentaram expressao reduzida (hsa-miR-452-5p e hsa-miR-
668-3p) e quatro apresentaram expressao aumentada (hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-130b-
5p, hsa-miR-942 e hsa-miR-424-3p).

Pelo nosso conhecimento, apenas nosso grupo de pesquisa mostrou expressao
diferencial em individuos com SD para os miRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p
e hsa-miR-668-3p, propdsito do presente estudo. O hsa-miR-378a-3p foi identificado
em humanos pela primeira vez em 2004 (originalmente denominado miR-422b) (91).
Este microRNA € membro da familia miR-378a que possui duas cadeias maduras, miR-
378a-3p e miR-378a-5p, que se originam a partir do primeiro intron do gene receptor
PPARGC1B (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 beta)
(92).

A participacdo do miR-378a-3p na apoptose foi demonstrada por GUO et al.
(2019) em glioblastoma. Os autores mostraram que a indu¢do aumentada de miR-378a-
3p promoveu apoptose e diminuiu a proliferacdo, migracdo e invasao tumoral e sugerem
a utilizacdo deste miRNA como um potencial alvo terapéutico (93). Por outro lado, mais

recentemente, a expressdo de miR-378a-3p foi associada a inibicdo de alguns



supressores de tumorais, o que contribui para proliferacdo celular (94), e a resposta ao
tratamento em diversos tipos de cancer (95).

Em relagcdo a resposta imunoldgica, alguns estudos demonstram que o miR-
378a-3p ativa citotoxicidade de células natural Killer, estimulando a secrecdo de
granzima B, uma serina protease sintetizada especificamente em linfocitos T citotoxicos
que ¢é liberada apos a ativacao de linfocitos resultante de estimulo exdgeno pelas células
NK (96-99). Outros estudos relatam que miR-378a-3p € diferencialmente expresso em
linfocitos T e B (100), e atua na diferenciacdo de macréfagos (101).

O miR-942-5p, localizado no cromossomo 1p13.1, esta envolvido em diversos
processos e vias celulares, incluindo vias inflamatérias/imunoldgicas. Estudo de Yan et
al. (2016) mostra que miR-942-5p regula a ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB, pois
regula a expressdo de seu gene alvo /KBa, gene responsavel por inibir a via NF-kB
(102).

Também foi demonstrado que o miR-942 (cadeia ndo especificada) participa da
regulacdo da apoptose, uma vez que a expressdo de miR-942 € necessaria para manter
um fendtipo de resisténcia a apoptose em células de céancer (103). Outra via de
regulacdo do miR-942 atua é a via Wnt / B-catenina. Ge et al. (2015) demonstraram, em
carcinoma espinocelular de es6fago, que a regulacdo positiva pelo miR-942, inibe
reguladores negativos da via Wnt / B-catenina (104). A inibicdo desta via de sinalizacéo
pelo miR-942 também foi relatada em cancer colorretal (105).

Recentemente, Luo et al. (2020) estudando o papel regulatorio in vitro de miR-
942-5p na fisiopatologia das les6es renais agudas, mostraram que a expressao de miR-
942-5p é reduzida nas células de lesdes renais tratadas com lipopolissacarideos, e que a
regulacdo positiva de miR-942-5p pode inibir inflamacdo e apoptose destas células
utilizando como alvo FOXO3 (forkhead box O3), um dos principais reguladores
transcricionais da atividade celular da familia FOX (106).

O miR-668-3p, localizado no cromossomo 14g32.3, também participa da
regulacdo da resposta imunologica/inflamatoria. Luo et al. (2017) demonstraram em
experimentos in vitro, utilizando linhagem celular de cancer de mama, que 0 aumento
da expressdo de miR-668 inibe 0 gene IKBa, € ativa a de sinalizacdo NF-kB (107). Em
modelo de ratos com isquemia, 0 aumento da expressdo de miR-668-3p suprimiu a
expressdo de citocinas inflamatdrias e marcadores de estresse oxidativo, como TNF-a,
IL-1 e IL-6. Além disso, aumentou a viabilidade celular por meio da via de sinalizacéo
SDF-1/CXCR4 (stromalcell-derivedfactor 1/C-X-C chemokine receptor type 4) (108).
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Estes autores demonstraram in vitro que miR-668-3p se liga a regido 3’'UTR do gene
SDF-1, inibindo sua expressdo na resposta inflamatéria e em estado de estresse
oxidativo (108). O papel da via de sinalizacdo SDF-1/CXCR4 na imunidade também
tem sido demonstrada em outro estudo; uma vez que esta via recruta células

progenitoras endoteliais, da medula dssea até o local de inflamag&o (109).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Validar, em um grupo maior de individuos com SD, a expressdo relativa de
miRNAs e genes, envolvidos em vias inflamatorias/imunologicas, que apresentaram
expressdo alterada em seis criangas com SD em nossos estudos anteriores e que tambem
mostraram associacdo por predicédo in silico na base de dados DIANA-microT-CDS (v
5.0).

1.3.2 Objetivos Especificos

a) Analisar por bioinformatica (predicdo in silico) uma possivel associacdo entre
miRNAs e genes diferencialmente expressos, por array de baixa densidade, em criancas
com SD em estudos anteriores e selecionar os miRNAs e genes alvos que apresentaram

escore de associacao igual ou acima de 0,80 para investigar o padrdo de expresséo;

b) Avaliar a expressao relativa dos miRNAs hsa-378a-3p, hsa-miR-942-5p e hsa-miR-
668-3p e de seus genes alvos CCR7, IKBKB e PLA2G2D, respectivamente, em criancgas
com SD (grupo caso) e em criancas sem SD (grupo controle), ambos clinicamente

saudaveis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Casuistica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Sao José do Rio Preto (CEP-FAMERP), Estado de Sao Paulo, nimero
CAAE: 88278218.4.0000.5415. O termo de consentimento livre esclarecido (TCLE)
informado por escrito foi obtido dos pais ou responsaveis legais de todos o0s
participantes do estudo.

O estudo foi composto por 67 criangas com SD, provenientes do Ambulatorio de
Genética do Hospital de Base (HB) vinculado a Faculdade de Medicina de S&o José do
Rio Preto (FAMERP) e por 60 criangas sem a sindrome, provenientes do Ambulatério
de Pediatria do Hospital de Base (HB).

O critério de inclusdo especifico para o grupo caso foi a presenca de trissomia
livre, confirmada por exame de cariotipo e para o grupo controle auséncia de trissomia e
doencas associadas a SD, tais como doenca autoimune. O critério de exclusdo para
ambos os grupos foi presenca de infeccdes cronicas (bronquite, asma, e pneumonias
recorrentes) e presenca de sinais clinicos sugestivos de infeccdo aguda, incluindo
sintomas de resfriado, tosse, febre, uso de antibidticos e vacina até dez dias antes da

data de coleta de sangue.

2.2. Analise de bioinformatica (predicao in silico)

Foi realizada uma busca de seis miRNAs (hsa-miR-942-5p, hsa-miR-130b-5p,
hsa-miR-452-5p, hsa-miR-668-3p, hsa-miR-378a-3p e hsa-miR-424-3p,
diferencialmente expressos em seis individuos com SD, em estudo anterior do nosso
grupo de pesquisa (dados ainda ndo publicados), para identificar possiveis genes alvos
destes miRNAs.

Foi avaliado se dentre os genes alvos, obtidos na busca online para cada
microRNA, estavam presentes genes diferencialmente expressos em seis individuos
com SD, de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (35,36). Considerando que
0s microRNAs séo classicamente conhecidos pela regulagdo negativa da tradugéo

protéica quando ha uma interacdo direta com o gene alvo foram, entdo, selecionados
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apenas 0s genes alvos da busca online que apresentaram anteriormente expressao
relativa inversa a expressdo do microRNA dos estudos anteriores (35,36).

A busca de associagéo in silico foi realizada na base de dados online MicroT-
CDS - v5.0 (diana.imis.athena-innovation.gr), de acordo com a versdao 18 do miRBase
(www.mirbase.org/), totalmente compativel com a nova nomenclatura de miRNAs. Essa
base de dados reconhece, por predi¢cdo e/ou por estudos que validaram a interacdo entre
miRNAS e genes, os sitios alvos de miRNAs localizados tanto na regido ndo codificante
3’ (UTR 3’) quanto na regiao codificante dos genes-alvo.

Para busca de genes alvo, a analise foi realizada independentemente para
elementos de reconhecimento de miRNA localizados em sequéncias codificantes de
proteinas e em UTR 3’°, gerando uma pontuagao (score) independente para cada regido
avaliada. Essas duas pontuacdes foram, entdo, combinadas linearmente em uma
pontuacdo final para a interacdo miRNA:gene (110). Pontuac¢des mais altas resultam em
namero menor de genes-alvo preditos, o que sugere um menor numero de alvos falso-
positivos. Assim, foi utilizado como valor de corte (threshold) o score com valor igual

ou superior a 0,80.

2.3. Analise Molecular

2.3.1. Extracdo de RNA

As células mononucleares de sangue periférico (PMBC) foram separadas do
sangue total transferindo 2 mL de sangue periférico para tubos de 15 mL estéreis ja
contendo 2 mL de Ficoll Paque TM Plus (GE Healthcare). O RNAm foi extraido por
meio de Trizol Reagent (Ambion), segundo instrucbes do fabricante. Todas as amostras
foram submetidas a leitura da concentracdo e avaliacdo da pureza no NanoDrop ND-
1000 UV-Vis. A quantificacdo do RNA foi determinada pela absorbancia do

comprimento de onda de 260 nm e o valor da concentracdo foi obtido em ng/pL.
2.3.2. Quantificacdo dos miRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e hsa-miR-

668-3p, por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (PCRQ)

A sintese de DNA complementar (DNAc) para analise dos microRNAs foi

realizada para as amostras do grupo caso (SD) e grupo controle (sem SD) utilizando
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MicroRNA Reverse Transcription Kit (TagMan™). Para tanto, em uma reagao de 10ul
foram utilizados 1ug de RNA total, desoxinucleotideostrifosfatados (ANTP) mix 1X, RT
primers 1X (especifico para cada microRNA e que acompanha a sonda de expresséo),
tampdo 1X e 1ul de Multiscribe Reverse Transcriptase (AppliedBiosystems®). Em
termociclador, as reag6es foram submetidas a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e
80°C por 5 min.

A analise de expressdo dos microRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e
hsa-miR-668-3p, foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (PCRq). A PCRq foi realizada em triplicata em placas de 96 pocos no
equipamento StepOne Plus (AppliedBiosystems), com estagio de pré amplificagdo com
as temperaturas de 50°C por dois minutos e 90°C por 10 minutos e, posteriormente,
com estagios de 40 ciclos e temperaturas de 95°C por 15 segundos e 60°C por um
minuto, com a utilizacdo de sondas TagMan MGB (Minor groove binder) ligadas ao
fluoréforo FAM da AppliedBiosystems (Quadro 1). Os microRNAs RNU48 e U6
snRNAs foram utilizados como microRNAs de referéncia.

Quadro 1. Sondas Tagman para expressao do microRNAs.

MicroRNAs Cddigo do Produto
hsa-miR-378a-3p TagMan@Assay 1D 001314
hsa-miR-942-5p TagMan@Assay 1D 002187
hsa-miR-668-3p TagMan@Assay 1D 001992
RNU48 TagMan® 001006

U6 snRNA TagMan@ 001973

2.3.3 Quantificacdo do RNAm dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D, por reag¢do em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (PCRQ)

A partir das amostras de RNA dos individuos com SD (grupo caso) e dos
individuos sem SD (grupo controle) foi sintetizado o DNA complementar (DNAC)
utilizando-se o kit High Capacityc DNA Reverse Transcription (AppliedBiosystems®).
Para tanto, em uma reacdo de 10ul foram utilizados 1ug de RNA total,
desoxinucleotideostrifosfatados (ANTP) mix 1X, RT random primers 1X, tampdo 1X e

1 ul de Multiscribe Reverse Transcriptase. Em termociclador, as reagGes foram
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submetidas a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e 80°C por 5 min. Para a analise de
expressdo dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D foram utilizadas sondas TagMan MGB
(Minorgroovebinder) ligadas ao fluor6foro FAM da AppliedBiosystems® (Quadro 2).
Os genes GAPDH e RPLPO foram utilizados como genes de referéncia. As
reacOes em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (PCRq) foram realizadas
em triplicata em placas de 96 pocos no equipamento StepOne Plus
(AppliedBiosystems®), com estagio de pré amplificagdo com as temperaturas de 50°C
por dois minutos e 90°C por 10 minutos e, posteriormente com estagios de 40 ciclos e

temperaturas de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Quadro 2. Sondas Tagman para expressao dos genes.

Genes Cddigo do Produto

CCR7 TagMan® Assay ID. Hs04398702_m1
IKBKB TagMan@ Assay ID. Hs01559469 m1
PLA2G2D TagMan@ Assay ID Hs00173860_m1
GAPDH TagMan® 4331182

RPLPO TagMan©4331182

2.4 Analise estatistica

A distribuicdo de idade e sexo entre 0s grupos caso e controle foram avaliados
pelo teste de normalidade Anderson Darling. A comparacdo da idade entre os grupos foi
realizada pelos testes Andreson Darling e Man-Whitney no programa GraphPadPrism
versdo 8.0, respectivamente. Valores inferiores a 0,05 foram considerados significantes.

Os dados resultantes da analise dos microRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-
5p e hsa-miR-668-3p e de expressdo dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D entre 0s
grupos foram analisados utilizando-se 0 método de Ct comparativo.

Os dados foram filtrados e o valor de Ct 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 Ct até este
valor. Assim, marcadores com Ct < 37 foram considerados expressos, enquanto aqueles
com Ct > 37 foram considerados ndo inclusos no estudo.

Os dados de expressdo génica foram normalizados pela aplicacdo do teste de

normalidade Anderson Darling no programa de analise GraphPad Prism versdo 8.0. A
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distribuicdo normal dos dados foi obtida a partir dos valores médios de cada grupo (caso
e controle) separadamente e os valores de Ct ndo pertencentes a 80% da massa central
da curva foram considerados como ndo representativos do grupo (outliers) e removidos
da anlise.

Apos célculo da média aritmética dos valores de Ct das réplicas técnicas para
genes e microRNAs alvos e de referéncia para cada amostra, os dados foram exportados
para uma planilha do Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft) e submetidos ao calculo
da quantificacdo relativa (RQ) pelo método2-AACt, utilizando o grupo controle como
calibrador. Portanto, os dados de RQ do grupo caso sdo apresentados em relagdo ao
grupo controle, cujo RQ é igual a 1, por definigdo (111).

A comparacdo dos valores de RQ entre os grupos caso e controle foram
realizadas utilizando-se One sample T test, adotando valor de a=0,05, no software
Graph Pad Prism verséo 8.0.

Para corrigir a ocorréncia de falsos positivos foi aplicada correcdo para multiplos

testes Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.



17

3. RESULTADOS




18

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagao dos grupos

O grupo caso composto por 67 criangas com SD (31 do sexo masculino e 36 do
sexo feminino) ndo apresentou distribuicdo normal para a idade (mediana de idade de
2 anos). O grupo controle, composto por 60 criangcas sem a sindrome (42 do sexo
masculino e 18 do sexo feminino) apresentou distribuicdo normal para a idade (média
de idade de + 8 anos). Houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos em
relagdo a idade, valor de P < 0,0001 (tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo de dados referentes a idade e sexo dos grupos caso (individuos
com SD) e controle (individuos sem a sindrome).

Idade Sexo
Média = DP Feminino n (%) Masculino n (%)
Caso 2,4%2 31 (46,2) 36 (53,7)
Controle 8,1+8 42 (70) 18 (30)

3.2 Analise de bioinforméatica (Predicéo in silico)

A busca na base de dados no DIANA-microT-CDS (v 5.0) apresentou um
namero total de genes alvos para cada um dos seis miRNAs (hsa-miR-942-5p, hsa-miR-
130b-5p, hsa-miR452-5p, hsa-miR-668-3p, hsa-miR-378a-3p e hsa-miR-424-3p)
(Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de genes-alvo resultante da busca na base de dados DIANA-microT-
CDS (v 5.0) para os miRNAs de interesse.

MiRNA Acesso miRBase NUmero de genes alvos
hsa-miR-942-5p MIMATO0004985 1306

hsa-miR-130b-5p MIMATO0004680 476

hsa-miR-452-5p MIMAT0001635 437

hsa-miR-668-3p MIMAT0003881 260

hsa-miR-378a-3p MIMATO0000732 235

hsa-miR-424-3p MIMATO0004749 110

A andlise de bioinformatica (predicdo in silico) identificou a existéncia de
possivel interacdo entre trés miRNAs e trés genes, diferencialmente expressos em

nossos estudos anteriores na SD, considerando o score igual ou acima de 0,8 (Tabela 3).

Tabela 3. Associacdo entre 0s miRNAS e 0s genes resultante da busca na base de dados
DIANA-microT-CDS (v 5.0) com threshold igual ou acima de 0,80.

MiRNAs Genes Score
(Expressao) (Expressao)
hsa-miR-378a-3p CCR7 (}) 0,83
(M
hsa-miR-942-5p IKBKB (]) 0,97
(M
hsa-miR-668-3p PLA2G2D (1) 0,80
()

(1): expressao reduzida; (1): expressdo aumentada.
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3.3 Testes de Normalidade

O teste de normalidade, realizado individualmente para cada grupo, mostrou
distribuicdo normal nos grupos caso e controle de expressdo dos microRNAs hsa-miR-
378a-3p (valor de P grupo caso e controle: 0,179 e 0,114, respectivamente), hsa-miR-
942-5p (valor de P grupo caso e controle: 0,189 e 0,506, respectivamente) e hsa-miR-
668-3p (valor de P grupo caso e controle: 0,176 e 0,164, respectivamente). Os quantis
de distribuicdo observados nos grupos amostrais para hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-
5p e hsa-miR-668-3p estdo apresentados nas Figuras 2, 3, e 4.
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Figura 2. Quantis de distribuicdo de normalidade observados nos grupos caso e controle para hsa-miR-
378a-3p, no teste Anderson-Darling.
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Teste Anderson-Darling
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Figura 3. Quantis de distribuicdo de normalidade observados nos grupos caso e controle para hsa-miR-
942-5p, no teste Anderson-Darling.
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Figura 4. Quantis de distribuicdo de normalidade observados nos grupos caso e controle para hsa-miR-
668-3p, no teste Anderson-Darling.

Em relacdo a distribuicdo amostral da expressdo do gene CCR7, 0 grupo caso
apresentou distribuicdo normal entre as amostras, com valor de P=0,112. Entretanto, o
grupo controle ndo passou no teste de normalidade, apresentando valor de P=0,013. Os
grupos caso e controle apresentaram distribuicdo normal com valores de P=0,123 e
0,168, respectivamente, para a expressdo do gene IKBKB. Para a expressdo do gene
PLA2G2D, os grupos caso e controle ndo apresentaram distribui¢cdo normal com valores
de P=0,0003 e <0,0001, respectivamente. As Figuras 5, 6 e 7 apresentam os quantis de
distribuicdo observados nos grupos amostrais em relacdo a expresséo dos genes CCR7,
IKBKB e PLA2G2D.
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Figura 5. Quantis de distribuicdo de normalidade observados nos grupos caso e controle para o gene
CCRY7, no teste Anderson-Darling.
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Figura 6. Quantis de distribuicdo de normalidade observados nos grupos caso e controle para o gene
IKBKB, no teste Anderson-Darling.
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Figura 7. Quantis de distribuicdo de normalidade observados nos grupos caso e controle para 0 gene

PLA2G2D, no teste Anderson-Darling.
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3.4 Expressdao dos miRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e hsa-miR-
668-3p

A andlise de expressdo relativa mostrou que individuos com SD apresentaram
expressdo aumentada do microRNA hsa-miR-378a-3p (média de RQ: 1,799) em
comparacdo aos individuos sem a sindrome (valor de P=0,0110). Os microRNAs hsa-
miR-942-5p (média de RQ: 1,168) e hsa-miR-668-3p (média de RQ: 1,220) ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significante entre o grupo caso (individuos com
SD) e o grupo controle (sem a sindrome), com valores de P=0,2500 e 0.5068,
respectivamente. A Figura 8 apresenta os valores da expressao relativa dos microRNAs
hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e hsa-miR-668-3p do grupo caso(SD) em relacéo ao
grupo controle (sem SD).
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Figura 8. Expressdo relativa (RQ) dos microRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e hsa-miR-668-3p
em individuos com sindrome de Down em rela¢do ao grupo controle.
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3.5 Expressao dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D

A andlise da expressdo relativa mostrou que individuos com SD apresentaram
expressao reduzida, em comparagdo aos individuos sem a sindrome, dos genes CCR7
(média de RQ=0,5076; valor de p<0,0001), IKBKB (média de RQ=0,4781; valor de
p<0,0001) e PLA2G2D (média de RQ=0,4728; valor de p<0,0210). A Figura 9
apresenta os valores da expressdo relativa dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D do

grupo caso (SD) em relagéo ao grupo controle (sem SD).
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Figura 9. Expressdo relativa (RQ) dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D em individuos com sindrome
de Down em relacdo ao grupo controle.



26

4. DISCUSSAO
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4. Discussao

No presente estudo, a analise de bioinformética identificou a existéncia de uma
possivel interagdo entre os microRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p e has-miR-
668-3p e o0s genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D, respectivamente. Pelo nosso
conhecimento, ndo existem estudos na literatura, até 0 momento, que investigam uma
possivel associacdo entre estes microRNAs e genes na SD. Além disso, apenas 0s
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram padréo de expressao relativa
diferencial destes microRNAs (dados ainda ndo publicados) e genes (35,36) em PCMCs
de seis criangas com SD, utilizando um método de selecdo gendmica ampla (genome
wide selection — GWS) de baixa densidade contendo sondas para 184 genes, envolvidos
em processos imunolégicos/inflamatérios, e 754 microRNAs.

Considerando a importancia de validacdo dos resultados de expressdo destes
nossos estudos anteriores, foi realizada no presente estudo, em um grupo maior de
individuos, a analise de expressdo relativa por PCRq para validar a expressao
diferencial dos trés microRNAs e genes nos individuos com SD em comparagdo com
individuos sem a sindrome. Na analise por PCRq 0 microRNA hsa-miR-378a-3p e 0s
genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D mostraram diferenca significante entre os grupos caso
e controle.

O microRNA hsa-miR-378a-3p mostrou-se, no presente estudo, duas vezes mais
expresso em PBMCs trissdmicas para o cromossomo 21 em relacdo as células controles
sem trissomia. Expressdo diferencial deste microRNA foi observada em diversos
tecidos normais, euploides e em células neoplasicas (93,99,112-114) e tem sido
associada a alteracdes do sistema imunoldgico (101). Em PBMCs de pacientes com
sindrome de Sjogen, uma doenca reumatica autoimune, o miR-378a-3p foi
diferencialmente expresso em linfocitos T e diferencialmente expresso em linfocitos B
(100). Considerando que individuos com SD apresentam niveis reduzido de linfocitos T
e B na circulacdo (115,116), é possivel que a expressao aumentada do hsa-miR-378a-3p
possa estar associada a estas alteracdes, porém mais estudos sdo necessarios para se
confirmar esta associacao.

Recentemente, Chen et al. (2019) identificaram que o miR-378a-3p modula a
fagocitose e diferenciacdo de macrofagos, na aterosclerose, por meio do eixo de
sinalizacdo CD47-SIRPa, que ¢ um potencial ativador de células imunes inatas (101).

Estes autores sugerem que a expressao aumentada de miR-378a-3p em macrofagos pode
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diminuir significativamente o nivel de SIRPa (proteina reguladora de sinal alfa), uma
molécula sinalizadora essencial que modula as respostas inflamat6rias em macréfagos,
e, consequentemente, regular os niveis de secre¢do das citocinas TNF-a e IL-6 (101).
Outro estudo, realizado por Ruckerl et al. (2012) mostra que miR-378a-3p (expressdo
aumentada) participa da ativacdo de macréfago anti-inflamatoério (M2) e é regulado pela
expressdo de interleucina 4 (IL-4) (117). Jiang et al. (2014) relataram que a expressao
aumentada de miR-378a (cadeia ndo especificada) é regulada positivamente apds
estimulacdo com citocinas pré-inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
@) e interleucina 6 (IL-6) (118). Entretanto, aumento da expressdo de miR-378a-3p foi
observado em pacientes com colite ulcerativa que estavam recebendo terapia anti-
TNFa. Além disso, em um condicdo inflamatéria, TNFa diminuiu 0os niveis de miR-
378a-3p em linhagem celular (119).

Vale ressaltar que TNFa e IL-6 s@o consideradas uma das principais citocinas
reguladoras das respostas imunologicas e inflamatdrias (120) e que individuos com SD
apresentam niveis significativamente aumentados destes marcadores préo-inflamatérios
(IL-6 e TNFa) no soro quando comparados com individuos sem a sindrome (IULITA et
al., 2016; ZAKI et al., 2017). No presente estudo, o critério de inclusdo foi auséncia de
infeccdo, ou seja, 0s participantes em ambos 0s grupos (caso e controle) sdo saudaveis
clinicamente, portanto, o aumento da expressdo do miR-378-3p observado nos
individuos com SD poderia corroborar com os achados de associacdo entre expressao
elevada do miR-378-3p e aumento de citocinas pro-inflamatdrias, mesmo em condicGes
de saude.

Diversos estudos mostram que miR-378a-3p também regula a citotoxidade das
células natural killer (NK), por meio da secrecdo de granzima B (97-99). Wang et al.
foram os primeiros a identificarem que este microRNA tem como alvo o gene que
codifica a granzina B e apresentava expressdo reduzida em células natural killer (NK)
ativadas (96). Posteriormente, Liu et al. mostraram que a supressdo do miR-378a em
células NK resultou na inibicdo da replicacdo do virus da dengue in vivo (98). miR-
378a-3p tendo como alvo 3'UTR de granzima B também foi observado na leucemia
mieldide aguda (97). Recentemente, Briank et al. identificaram que a expressao
aumentada de miR-378a-3p pode estar associada a perda de citotoxicidade de células
NK por meio da diminui¢do da secre¢do de granzima B (99). Considerando que o0s
individuos SD apresentam niveis abaixo do normal de células NK (122,123), o aumento

da expressdo do miR-378a-3p, conforme observado no presente estudo, poderia
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prejudicar ainda mais a resposta imune por contribuir com a perda da citotoxidade das
células NK.

O gene CCRY7, potencial alvo in silico do miR-378a-3p, apresentou no presente
estudo, expressao reduzida de 50% em individuos com SD em comparagdo ao grupo
controle, o que confirmou o resultado do nosso estudo anterior, realizado em apenas seis
criancas, em que a reducdo da expressdo foi de 60% no grupo SD (35). E possivel que a
diferenca de expresséo entre o presente estudo e o anterior possa ser decorrente do
reduzido nimero de individuos avaliados anteriormente. Além disso, o método de
GWS, que consiste na avaliagdo simultanea de marcadores genéticos dispersos em todo
0 genoma por meio de arrays, apresenta uma sensibilidade de deteccdo mais baixa, 0
que pode levar a uma sub-representacdo de alteracfes na expressao do gene, enquanto a
metodologia de PCRq, utilizada para a validacdo dos resultados de nossos estudos
anteriores, apresenta maior sensibilidade (124).

A expresséo de CCR7 é observada em diversos subtipos de linfocitos tais como
linfocitos T naive, células T de memoria, células T reguladoras, linfécitos B, células
dendriticas e NK (125,126). Na SD a quantidade de linfécitos T (naive e de memoria),
linfocitos B e células NK apresenta-se reduzida (23,123). Além disso, os individuos
com a sindrome apresentam funcionalidade anormal de células Treg, com prejuizo da
funcéo supressora (127). No presente estudo, € possivel que a expressdo diminuida do
gene CCR7, observada nos individuos com SD, possa estar associada ao numero
reduzido das células de defesa nestes individuos (123) e a susceptibilidade aumentada as
infeccdes e doencas autoimunes (115,128), entretanto, umas das limitacGes do presente
estudo foi ndo investigar os niveis de leucocitarios dos individuos.

Sabe-se, que disturbios autoimunes sdo mais frequentes na SD em comparacao
com a populacdo geral (14). Dentre os mais frequentes estdo hipotiroidismo, diabetes
tipo | e doenca celiaca e artrite reumatoide (15,16). CCR7 encontra-se diferencialmente
expresso em doencas autoimunes. Em modelo experimental de esclerose multipla, por
exemplo, foi relatada expressdo reduzida de CCR7 em leucdcitos mononucleares
sanguineos (129,130). Aldahlawi et al. (2016) também observaram a expressao reduzida
de CCR7, em linfécitos T de pacientes com lGpus eritematoso sistémico ativos em
comparagdo com pacientes com a doenca inativa e controles. Além disso, estes autores
observaram que a expressdo reduzida de CCR7 foi associada com o aumento de

citocinas inflamatoérias, IL- 6 e IL-17 (131). No presente estudo ndo foi avaliada a
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expressao de citocinas inflamatorias, entretanto, niveis aumentados de IL-6 e outras
citocinas inflamatorias sao relatadas na SD (29-31).

Ao contrario do observado neste estudo na SD e o que ja foi relatado em
algumas doencas autoimunes, como lUpus eritematoso sistémico e esclerose multipla
(130,131), a expressdo aumentada de CCR7 é observada na artrite reumatoide (132) e na
sindrome de Sjogren (126). Recentemente, também foi demonstrado que o nivel
aumentado de expressdo CCR7 contribuiu para ativacdo de linfocitos e producdo de
autoanticorpos (132).

Diante da importante funcdo do gene CCR7 para a eficiéncia do sistema
imunolégico, alguns autores tém sugerido que CCR7 pode constituir um potencial alvo
terapéutico para doencgas autoimunes (133,134). Assim, nossos achados de expressdo
diferencial de CCR7 e do miR-378a-3p na SD e da analise in silico, que identificou
CCR7 como gene alvo predito do miR-378a-3p, sugerem que ambos possam representar
alvos promissores para tratamento de disturbios relacionados a deficiéncia do sistema
imunoldgico e/ou para estimular as respostas imunoldgicas deficiente nos individuos
com SD, entretanto, estudos adicionais, incluindo a analise funcional (ensaio de
transfeccdo) e de ligacdo microRNA/gene (ensaio da luciferase) sdo necessarios para
confirmar a interacdo entre miR-378a-3p e CCRY7. Estes ensaios serdo realizados pelo
nosso grupo de pesquisa e contribuirdo para melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos nas respostas inflamatérias/ imunoldgicas dos individuos com SD.

A analise da expressdo do miR-942-5p ndo confirmou o achado significante de
expressdo aumenta do nosso estudo anterior (dados ndo publicados), possivelmente
devido a maior casuistica utilizada no presente estudo, que pode resultar em maior
poder estatistico. Por outro lado, a analise in silico do presente estudo mostrou interacédo
entre 0 miR-942-5p e o gene IKBKB, portanto, ndo se pode descartar totalmente a
hipdtese da participacdo deste microRNA na regulacdo da expressdo do gene IKBKB e,
consequentemente, nos processos imunologicos da SD. Além disso, o nivel de
expressdo do miR-942-5p e seu alvo IKBKB mostrou-se inverso, o que pode sugerir
uma possivel regulacdo negativa que necessita ser validada por ensaios funcional e de
interacdo in vitro, experimentos que ainda serdo realizados pelo nosso grupo de
pesquisa.

No presente estudo, o gene IKBKB apresentou nivel de expressdo reduzida de
53% no grupo com SD em relagdo ao grupo controle, enquanto no nosso estudo anterior

a expressdo reduzida foi de 40% nos individuos com a sindrome (35). Conforme
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referido anteriormente, a diferenca de expressédo entre os dois estudos pode ser
explicada pelas diferencas da casuistica ou sensibilidade metodoldgica.

Expressdo aumentada de IKBKB tem sido observada em linfoma periférico de
células T (51) e em macréfagos de pacientes e modelo animal durante infecgdo por
Trypanosoma cruzina doenca de Chagas (135). Estes achados sé&o concordantes com a
fungdo de IKBKB que ativa a via de sinalizacdo NF-kB e, consequentemente,
desencadeia proliferacéo e inflamag&o em resposta celular (51)

Por outro lado, estudos realizados em recém-nascidos com infec¢fes bacterianas,
fungicas e virais graves mostraram associacdo entre a deficiéncia do gene IKBKB e
alteracdo no sistema imunoldgico. InfeccBes graves de inicio precoce, clinicamente
semelhantes aquelas observadas em pacientes com imunodeficiéncia severa combinada,
foram observadas em recém-nascidos que apresentavam mutacdo no gene IKBKB
(136,137). Outro estudo associou mutacdo heterozigotica no gene IKBKB com
alteracdes imunoldgicas, caracterizadas por deficiéncia combinada de células T, B e
inflamacdo em uma coorte de criangcas com infecgbes recorrentes. Além disso, 0s
autores demonstraram, pela técnica CRISPR/CAS9 em modelos de camundongos, a
acdo direta de IKBKB na desregulacdo imunologica (138). Diante disso, é possivel que a
baixa expressdo de IKBKB, observada nos individuos com SD do presente estudo, pode
estar associada a deficiéncia imunoldgica da SD, caracterizada por deficiéncia de
células T e B (12).

A analise de expressdo do miR-668-3p do presente estudo ndo validou o
resultado do nosso estudo anterior no qual os individuos com SD mostraram expressao
significativamente diminuida deste microRNA em comparagdo aos individuos sem a
sindrome (dados ndo publicados). Entretanto, € importante ressaltar que no presente
estudo seu potencial alvo in silico, o gene PLA2G2D, mostrou expressao
significantemente reduzida (1,4 vezes menos expresso) nos individuos com SD e
inversa a0 miR-668-3p, 0 que também pode sugerir uma possivel regulacdo negativa,
que sera avaliada em ensaios in vitro pelo nosso grupo de pesquisa.

No nosso estudo anterior a expressao do gene PLA2G2D mostrou-se aumentada
(12 vezes) nas criancas com SD comparada ao grupo sem a sindrome (36) e, embora
isto possa refletir diferencas no ndmero de individuos avaliados e na metodologia
utilizada, como referido acima, é importante ressaltar que diferentemente dos outros

genes avaliados neste estudo (CCR7 e IKBKB), a diferenca de expressdo do gene
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PLA2G2D ente os grupos de individuo SD e sem a sindrome perdeu a significancia apos
correcdo de multiplos testes no estudo anterior, 0 que ndo ocorreu no presente estudo.

Pelo nosso conhecimento, ndo ha outros estudos que avaliam o gene PLA2G2D
na SD, entretanto, considerando sua importancia na resolugéo da resposta imune Thl e
inflamacdo por meio do controle dos niveis de mediadores lipidicos (60-62), é possivel
que mecanismos imune deficientes na SD possam estar associados ao controle de
expressdao génica via miR-668-3p/PLA2G2D. No entanto, os achados do presente estudo
ndo permitem esta concluséo.

Diante do exposto, considerando que o0s genes e microRNAs avaliados no
presente estudo néo estdo localizados no cromossomo 21, nossos resultados corroboram
com a hipotese de que e a trissomia do cromossomo 21 pode resultar em alteracdes
globais na expressdo génica em todo o0 genoma e (2) comprometer pProcessos

imunologicos/inflamatorios e outros processos fisioldgicos nos individuos com SD.
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5. CONCLUSAQ
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5. Concluséao

1. miRNAs e genes, diferencialmente expressos em estudos anteriores, em criangas

com sindrome de Down apresentam associacao in silico.

2. Criancas com sindrome de Down apresentam, em relacdo as criancas sem a sindrome,
expressdo reduzida dos genes CCR7, IKBKB e PLA2G2D e expressdo aumenta do
miRNA hsa-miR-378a-3p, ndo localizados no cromossomo 21.

3. A expressdo alterada dos genes e miRNA pode contribuir para deficiéncia de

processos imunoldgicos/inflamatério na SD.
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Abstract

OBJECTIVE. The aim of the study was to validate the expression patterns of miR-
378a-, hsa-miR-942-5p and hsa-miR-668-3p in individuals with Down syndrome (DS),
and to identify possible biological pathways and processes affected by validated direct
target genes of differentially expressed miRNAs. METHODS: The expression of
microRNAs was profiled in PBMCs from 67 children with DS and 60 controls by RT-
gPCR using TagMan® Array Human MicroRNA Arrays. MirTarBase, TarBase v8.0
and PubMed databases were used to identify validated genes that are direct targets of
microRNA. Functions and signaling pathways analyzes were performed using databases
DAVID, GO, KEEG and STRING. RESULTS: The miRNA has-miR-378a-3p showed
differential expression, statistically significant, in individuals with DS compared to the
control group, was up-regulated in DS. Two of the miRNAs studied, hsa-miR-942-5p
and hsa-miR-668-3p, did not show differential expression in DS. Regarding to in silico
analysis, was observed 29 target genes validated for hsa-miR-378a-3p. The database
presented 44 biological processes and 32 metabolic pathways that can be affected by the
altered expression of the hsa-miR-378a-3p microRNA. Enrichment analyzes showed
that the target genes of hsa-miR-378a-3p participate in biological processes and
metabolic pathways involved in the immune and inflammatory response.
CONCLUSION: Individuals with DS have differential expression of miRNA hsa-miR-
378a-3p and their target genes are involved in processes and metabolic pathways of the
immune system.
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Introduction

Down syndrome (DS) is the most common genetic disorder worldwide,
occurring approximately one in every 800 natives (Antonarakis et al. 2020). Individuals
with DS have as characteristic a wide range of phenotypes, such as facial dysmorphism,
cognitive impairment, high incidence of congenital heart disease, immunodeficiency,
endocrine disorders, neurological alterations as predisposition to Alzheimer's disease
and others congenital abnormalities (Martin et al. 2018; Petersen and O’Bryant 2019).

Immune system deficiency is a hallmark feature in DS which may lead to
increased susceptibility to bacterial and viral infections. Respiratory tract infections are
the main cause of hospitalization of children with DS and represent one of causes of
death of in individuals with the syndrome (Joffre et al. 2016; Alsubie and Rosen 2018).
In childhood, there is also an increased risk for lymphoblastic and myelobastic
leukemias (Faten et al., 2018; Mast KJ, Taub et al., 2020; Zwaan et al., 2010). The
relatively high incidence of autoimmune diseases is present in all ages (Amr 2018;
Bermudez et al. 2019).

The etiological basis of immunological alterations in DS is not yet fully
understood, however, gene expression studies in individuals with the syndrome have
reported differential expression of genes involved in immunological processes including
genes not located on chromosome 21, which could explain the immunodeficiency
observed in these individuals (Ahlfors et al. 2019; B. L. Zampieri, J. M. Biselli-Perico
2014; Gensous et al. 2019; Silva et al. 2016). These studies corroborate with the theory
that trisomy 21 results in global transcriptional changes throughout the genome and not
just in genes located in chromosome 21 (Antonarakis et al. 2020).

In addition, differential expression of some miRNAs has been reported in some
tissues of individuals with DS (Alexandrov, Percy, and Lukiw 2018; Karaca E, Aykut
A, Ertirk B, Durmaz B, Giller A 2018; Shi et al. 2016) microRNAs are known to
regulate some cellular and molecular pathways. Estimates claim that about 30-90% of
human genes are regulated by microRNAs (Friedlander et al. 2014). MicroRNAs
(miRNAs) are small molecules of non-coding RNAs, with an average length of 21-22
nucleotides, which can regulate post-transcriptional gene expression (Ye et al. 2019).

Although differential expression of some chromosome 21 miRNAs has been
reported in DS (Alexandrov, Percy, and Lukiw 2018; Bras et al., 2018), the altered

expression of microRNAs in DS is not restricted to chromosome 21. Several studies
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have shown altered expression of microRNAs transcribed by other chromosomes
(outside 21) in placenta of fetuses with DS, in amniotic fluid and blood samples from
umbilical cord of babies with DS and in the brain of mice model for DS (Arena et
al.,2017; Karaca et al., 2018; Lim et al. 2015; Moreira-Filho et al., 2016; Shi et al.
2016).

Previously, our group of research showed differential miRNAs expression in six
children with DS, four upregulated (hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-130b-5p, hsa-miR-942-
5p and hsa-miR-424-3p), and two down-regulated (hsa-miR-452-5p and hsa-miR-668-
3p). In addition, in silico analysis showed that the predicted target genes of these
miRNAs may act in immune-related process (unpublished data). However, predictible
targets may are not direct target of the microRNA, as was observed between miR-193a
and the MCL1 and PTK2/FAK genes (Kozaki et al., 2008). Thereby, the current study,
we extend our previous study and focused on the validate the expression of miR-378a-,
hsa-miR-942-5p and hsa-miR-668-3p, in greater number of DS individuals, and
additionally, we performed in silico analysis to identify possible pathways and
biological processes affected by validated direct target genes from mIiRNAs

differentially expressed.

Materials and methods

Ethics Statement

The study was approved by the Research Ethics Committee of Sdo José do Rio Preto
Medical School (CEP-FAMERP), State of Sdo Paulo, CAAE number:
88278218.4.0000.5415.

Samples and groups

The study group consisted of 67 children with DS (case group), from the Genetics
Clinic of Hospital de Base (HB) of the Sdo José do Rio Preto School of Medicine
(FAMERP) and 60 children without DS (control group), from the Pediatric Clinic HB /
FAMERP. The specific inclusion criterion for the case group was the presence of free

trisomy confirmed by karyotype examination and for the control group absence of
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diseases associated with DS, such as autoimmune disease. Inclusion criteria for both
groups were absence of chronic infections (bronchitis, asthma, and recurrent
pneumonia) and absence of clinical signs suggestive of acute infection, including
symptoms of cold, cough, fever, and / or antibiotic use up to ten days prior from the

date of blood collection.

RNA extraction

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were freshly isolated by FicollPaque Plus
(Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA). The samples were submitted to RNA
extraction using Trizol Reagent (Ambion), according to the manufacturer's instructions.
All samples were subjected to concentration reading and purity evaluation on the
NanoDrop ND-1000 UV-Vis. The quantification of genomic DNA was determined by

the wavelength absorbance of 260nm and the concentration value is given in ng/pL.

Quantitative Real-time PCR

Complementary DNA (cDNA) samples were produced from total RNA samples using
the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Carlsbad,
California, USA). Expression analysis of microRNAs was performed in triplicates using
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems®) were performed using a
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) with specific probes for
detection of hsa-miR-378a-3p (commercially corresponds to the microRNA rno-miR-
422b), hsa-miR-942-5p and hsa-miR-668-3p according to the manufacturer's
instructions. Mamm U6/ U6 snRNA and RNU48 were used as endogenous control for

data normalization.

In silico functional analysis

MirTarBase, TarBase v8.0 and PubMed databases were used to identify validated genes that
are direct targets of microRNA that present statistically significant differential expression in
individuals with DS compared to controls. Validated target genes were those whose
interaction between the gene and MicroRNA was confirmed by the luciferase assay
primarily, and by quantifying the expression of the gene and/or protein. It was utilized the
keywords hsa-miR-378a-3p; miR-378a-3p; MIR378A for research and all forms of

keywords were used alone and together with luciferase assay or reporter assay. Only studies
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published between 2012 and 2020 that used human cells to perform the validation were
included in the search.

The metabolic pathways/biological processes of the selected target genes were
identified using the online tools Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v 6.7

(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp), using the databases Gene Ontology (GO) and

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG). Pathways/processes with p values
less than 0.05 after Bonferroni correction were considered. The interactions between
selected target genes and proteins were analyzed using the STRING V.11 tool
(https://string-db.org/).

Statistical analysis of expression data

The age distributions between the groups were compared using the Anderson Darling
and Mann-Whitney test, respectively, in the GraphPad Prism program version 8.0.
Values below 0.05 were considered significant.

The expression analysis of the microRNAs miR-378a-3p, miR-942-5p and has-miR-
668-3p between the groups were analyzed comparative 2-AACt method(Livak KJ
2001).The data were filtered and the Ct value equal to 37 was used as a cut to indicate
the detection of gene expression, since, evaluating the histogram of the expression
values, a normal distribution of the Ct data up to this value was observed. Thus, markers
with Ct <37 were considered expressed, while those with Ct > 37 were considered not
included in the study.

The gene expression data were normalized by applying the Anderson Darling normality
test in the GraphPad Prism version 8.0 program. The normal distribution of the data was
obtained from the average values of each group (case and control) separately and the Ct
values not belonging to 80% of the central mass of the curve were considered as not
representative of the group (outliers) and removed from the analysis.

After calculating the arithmetic mean of the Ct values of the technical replicates for
target and reference genes and microRNAs for each sample, was performed the
calculation of the relative quantification (RQ) by 2-AACt method, using the control
group as a calibrator. Therefore, the RQ data for the case group are presented in relation
to the control group, whose RQ is equal to 1, by definition (Livak KJ 2001).

The comparison of the RQ values between the case and control groups were performed

using One sample T test, adopting a value of a = 0.05, in the GraphPad Prism software


https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp
https://string-db.org/
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version 8.0 To correct the occurrence of false positives, correction for multiple tests was
applied Benjamini-Hochberg False Discovery Rate.

Results
The case group (67 children with DS) presented median age of 2.4 years, with 31 male
and 36 female children. The control group (60 children without syndrome) presented

mean age of 8.1 years, with 42 male and 18 female children (table 1).

Table 4. Age and sex of case and control groups.

Age Sex
Median and
Male n (%) Female n (%)
Mean
Case 2.4 31 (46.2) 36 (53.7)
Control 8.1 42 (70) 18 (30)

Expression of microRNAs

The normality test, performed individually for each group, showed normal distribution
in the case and control groups for hsa-miR-378a-3p microRNAs (p-value case and
control group: 0.179; 0.114), hsa-miR-942-5p (p-value case and control group: 0.189;
0.50) and hsa-miR-668-3p (p-value case and control group: 0.176; 0.164).

The analysis of relative expression showed that individuals with DS had increased
expression of the microRNA hsa-miR-378a-3p (mean RQ: 1.799) compared to
individuals without the syndrome, p value: 0.0110. The microRNAs hsa-miR-942-5p
(mean RQ: 1,168) and hsa-miR-668-3p (mean RQ: 1,220) showed no statistically
significant difference between the case group and control group (values of p: 0.2500 and
0.5068, respectively). The figure 1 shows the values of the relative expression of the
microRNAs hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p and hsa-miR-668-3p of the case group
(SD) in relation to the control group (without SD).
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Fig 10. Relative expression (RQ) of the hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-942-5p and hsa-
miR-668-3p microRNAs in individuals with Down syndrome compared to the control

group.

In silico functional analysis

The in silico analysis, in the MirTarBase, TarBase v8.0 and PubMed databases, showed
29 target genes for hsa-miR-378a-3p (the only miRNA differentially expressed in this
study) (Table 2). The Pubmed search identified 67 articles with the keywords used, of
which only 15 were selected. The other 52 were excluded due to the lack of proof of
direct interaction between the microRNA hsa-miR-378a-3p and the target genes,
according to the selection criteria adopted, or because they were already cataloged as a

validated MicroRNA target in the Tarbase and Mirtarbase.
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Table 5. Target miR-378a-3p genes validated in the MirTarBase, TarBasev8.0 and

PubMed databases.

Databases Gene Authors Databases = Gene Authors
TarBase IGF1R JayavarshniGanesan PubMed CASP3 Hong et al.,
et.al., 2013 2018
TarBase MAPK1  JayavarshniGanesan PubMed HDACA4 Weiet  al,,
et.al., 2013 2016
TarBase SUFU Daniel Y Lee et al. PubMed IL33 Dubois-
2007 Camacho et
al., 2019
TarBase TUSC2 Daniel Y Lee et al. PubMed SNHG7 Yu et al
2007 2019
TarBase GRB2 JayavarshniGanesan PubMed DVL2 Yu et al
et.al., 2013 2019
TarBase KSR1 JayavarshniGanesan PubMed ATG12 Zhaoet al.,
et.al., 2013 2020
MirTarBase VEGFA DengHetal, 2013 PubMed NEAT1 Zhaoet al.,
2020
MirTarBase NPNT ShireenKahaiet al.,, PubMed CPEB3 Zhang et al.,
2009 2020
MirTarBase GALNT7 ShireenKahaiet al., PubMed TSPAN17 Gouet al.,
2009 2019
MirTarBase MYC Fenget al., 2011 PubMed PDK1 Jiaoet al.,
2020
MirTarBase TOB2 Fenget al., 2011 PubMed TRIM55  JiayingTanet
al., 2020
MirTarBase CDK®6 Deng Hetal., 2013 PubMed GOLT1A Ikeda et al.,
2015
MirTarBase VIM Deng Z et al., 2013  PubMed PARVA  Velazquez-
Torres et al.,
2018
MirTarBase PGR Tomset al., 2015 PubMed TGFB2 Yuet al.,
2016
PubMed GLI3 Hyunet al.,

2016
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The Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v 6.7 database presented 44
biological processes and 32 metabolic pathways were found that can be affected by the
altered expression of the hsa-miR-378a-3p microRNA (Supplementary material).
Among the biological processes are those involved in immune response stand out, e.g.,
T cell differentiation in thymus, cell proliferation, positive regulation of cell
proliferation, negative regulation of monocyte differentiation and Natural killer cell
mediated cytotoxicity (Fig 2). Enrichment analyzes also showed metabolic pathways
associated with immune system such as MAPK signaling pathway, PI13K-Akt signaling
pathway, acute myeloid leukemia, FOXO signaling pathway and TGFB2 signaling
pathway (Fig 3). In addition, the results of the analysis also showed that the target genes
of hsa-miR-378a-3p participate in biological processes (Fig 2) and metabolic pathways
(Fig3) associated with the nervous and cardiac systems. The interactions between the
proteins showed a great interaction network between the genes to be regulated by the
hsa-miR-378a-3p microRNA (Fig 4). Among the interactions, proteins associated with

the immune system stand out (Fig 5).
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Fig 11. Biological processes in which hsa-miR-378a-3p target genes participate.
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Fig 12. Metabolic pathways associated with the immune system in which the hsa-miR-
378a-3p microRNA target genes participate.
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Figura 13. Protein interaction network of genes proven to be regulated by microRNA
hsa-miR-378a-3p.
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Fig 5. Metabolic pathways of proteins that act on the immune system. (A) FOX
signaling pathway; (B) PI3K-Akt signaling pathway; (C) MAPK signaling pathway;
(D) Acute myeloid leukemia; (E) TGF-beta signaling pathway.

Discussion

In the present study, we evaluated the expression of three microRNAs (not
located on chromosome 21) in peripheral blood mononuclear cells of children with DS
compared with children without the syndrome. Two of the studied miRNAs, hsa-miR-
942-5p and hsa-miR-668-3p, did not show differential expression in DS. Only hsa-miR-
378a-3p showed differential expression, statistically significant, in individuals with DS
compared to the control group, showing increased expression in DS.

Hsa-miR-378a-3p is a member of the miR-378a family which has two mature
chains, miR-378a-3p and miR-378a-5p, which originate from the first intron of the
peroxisome proliferator activated gamma receptor gene, 1 beta coactivator
(PPARGCI1B) (Krist et al. 2015); this miRNA is known to be down-regulated in
activated natural killer cells (NK) (Liu et al. 2016; P. Wang, Y. Gu 2012). Briank and
colleagues, recently identified that increased miR-378a-3p expression may be associated

with loss of NK cell cytotoxicity through decreased granzyme B (Briand et al. 2020).
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Decreased levels of natural killer cells are seen in DS (Cetiner et al. 2010; Mitwalli et
al. 2018) which could be associated with overexpression of hsa-miR-378a-3p, as
observed in the present study. In addition, target genes of hsa-miR-378a-3p (CASP3,
GRB2 and MAPK1) were found involved in the natural killer cell-mediated cytotoxicity
process, figure 2.

In a study carried out by Ruckerl and colleagues the miR-378a-3p was identified
as part of the anti-inflammatory macrophage (M2) activation program for interelucine 4
(IL-4) (D. Ruckerl, S. J. Jenkins 2012). Another study also reports expression of miR-
378a up-regulated (unspecified chain) after stimulation with cytokines, as tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 6 (IL-6) (X. Jiang, M. Xue 2014). TNFa
and IL-6 are important cytokines involved in immune responses (Aureli et al. 2014).
Studies show that individuals with DS have significantly increased levels of the pro-
inflammatory markers IL-6 and TNFa in serum when compared to individuals without
the syndrome (lulita et al., 2016; Moushira et al. 2017).

Regarding to in silico research, it was showed 29 target genes validated for hsa-
miR-378a-3p. The Visualization and Integrated Discovery database (DAVID) presented
44 biological processes and 32 metabolic pathways that can be affected by the altered
expression of the hsa-miR-378a-3p microRNA (supplementary material). Enrichment
analyzes showed that the target genes of hsa-miR-378a-3p participate in biological
processes and metabolic pathways involved in the immune and inflammatory response.
Two miR-378a target genes, GLI3 and CDKG6 act in the differentiation process of T cells
in the thymus (Hu et al. 2011; Solanki et al. 2018). CDK®6 is considered essential for
differentiation of thymocytes and its negative expression in the thymus of children with
DS has been reported (F. A. Lima, C. A. Moreira-Filho 2011). Impaired thymic function
has been observed in DS and studies show that individuals with the syndrome have
reduced thymic stroma where thymocytes develop, with an increase in the medullary
compartment indicating accelerated maturation and premature involution (Lorenzo et al.
2013; Marcovecchio et al. 2019). Alterations in the process of thymic selection of T
cells, characterized by decreasing in naive T lymphocytes and peripheral lymphocytes
also are seen in DS (Bloemers et al., 2011; Marcovecchio et al. 2019; Mitwalli et al.
2018).

Our in silico analyzes showed that CDKG6 also acts in the negative regulation of
monocyte differentiation. Chen and colleagues observed that CDK6 acts as a negative

regulator to prevent in vitro monocyte/macrophage differentiation (Chen et al. 2015).
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Monocytes are essential cells in innate immunity, but they are not studied in DS.
Increased number of non-classical monocytes, a pro-inflammatory subtype of
monocytes, have been described in DS (Bloemers et al., 2010; Huggard et al. 2018).

Children with DS have an increase of 500 times in the incidence of acute
myeloid leukemia and a decrease in tolerance to chemotherapy (Mast et al., 2020). Our
results show that has-miR-378a-3p may be related to an increased incidence of leukemia
in children with DS, since their target genes (GRB2, MAPK1 and MYC) were found
involved in the metabolic pathway of acute myeloid leukemia, figure 3. The GRB2,
MAPK1 and MYC genes act as mediators in processes of differentiation, cell
proliferation and apoptosis in leukemic cells, representing therapeutic targets in
leukemia (Al-Salem Bashanfer et al. 2019; Halbach et al. 2016; Mudgapalli et al. 2019).

Others metabolic pathways associated with the immune system in which the hsa-
miR-378a-3p target genes participate were found in enrichment pathway analyzes.
MAPK signaling pathway (CASP3, GRB2, MAPK1, TGFB2 e MYC), PI3K-Akt
signaling pathway (CDK6, GRB2, IGF1R, MAPK1, MYC e VEGFA), FOXO signaling
pathway (ATG12, GBR2, IGF1R, MAPK1 e TGFB2) and TGF-beta signaling pathway
(MAPK1, TGFB2 e MYC).

The MAPK signaling pathway regulates important cellular processes, such as
proliferation, stress responses, apoptosis and immune defense (Soares-Silva et al. 2016).
This pathway regulates the immune response through the production of
immunomodulatory cytokines, such as TNFa, interleukin -1 (IL-1), interleukin 10 (IL-
10) and interleukin 12 (IL-12) (Arthur JS., 2013). Activation of MAPK induces the
expression of multiple genes that together regulate the inflammatory response. Many
pathogens target the host's intracellular signaling pathways, such as MAPK pathways, to
inhibit immune responses (Arthur JS., 2013; Soares-Silva et al., 2016). Study in DS
progenitor neural cell line demonstrated differential expression of genes of the MAPK
family and the authors suggest that the inefficient response of these cells to extracellular
stimuli during neural development results in harmful consequences of cell survival,
proliferation and differentiation, leading to intellectual disability (McMillan EL et al.,
2012; Tarani L et al.,2020).

The PI3K-Akt metabolic pathway is part of the activation and proliferation
processes of T lymphocytes. Simon Molas and colleagues recently showed that
inhibition of the PI3K-Akt signaling cascade impairs T lymphocyte activation and

proliferation, establishing a link between cell signaling, metabolic reprogramming and
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lymphocyte proliferation (Simon-Molas et al., 2018). Study performed by You and
colleagues showed that miR-378a-3p acts as an inhibitor of PI3K in diabetic mice (You
et al. 2014). Aktl has also been identified as a target for miR-378a-3p, thereby
reinforcing the action of miR-378a-3p on PI3K-Akt signaling (Machado et al. 2020;
Ruckerl et al. 2012). In addition, has been reported that overexpression of miR-378a
results in the reduction of phosphorylated AKT and phosphorylated forkhead box O1
(FOXO01) (Machado et al. 2020; Puigserver et al. 2003).

The FOXO signaling pathway is also an important pathway of the immune
system (Graves and Milovanova., 2019). The transcription factors of the forkhead box
O (FOXO) family are stimulated by the MAPK pathway and inhibited by the PI3K- Akt
pathway (Cabrera-Ortega et al., 2017). Particularly FOXO1 and FOXO3, play important
roles in the innate and adaptive immune response, such as migration and homing of
dentritic cells, development and activation of T and B lymphocytes, induction of
cytokine expression and recruitment and activation of macrophages and neutrophils in
infections (Cabrera-Ortega et al., 2017; Graves and Milovanova., 2019; Ouyang and Li.,
2011).

The transforming growth factor beta (TGF-p) signaling pathway has a broad role
in immune regulation (Batlle and Massagué., 2019), acting as central regulator in the
activation, differentiation and proliferation of innate immune cells (dendritic cells,
natural Killer cells, macrophages and granulocytes) and adaptive immune cells (T and B
lymphocytes) (Kelly et al., 2017; Sanjabi et al., 2017). TGF- B acts to control the type of
immune responses against infections, and plays a key role in maintaining immune
tolerance and homeostasis against self antigens (Sanjabi et al., 2017). Individuals with
DS have reduced serum levels of TGF-beta (Tarani et al., 2020), which contributes to
the dysregulation of the innate and adaptive immune system.

The malfunction of the pathways mentioned here in which the target genes of
has-miR-378a-3p participate can contribute to changes and deficiency of the immune
system and, consequently, to a decrease in response to infections and an increased
susceptibility to the development of autoimmune diseases, factors that are seen in
individuals with DS (Huggard et al., 2020; Mitwalli et al., 2018).

Bioinformatics analysis also showed that the target genes of hsa-miR-378a-3p
participate in biological processes associated with the nervous and cardiac systems,
such as generation of neurons, astrocyte development and heart morphogenesis (Figure

2), all of which are involved in clinical manifestations of DS; individuals with the
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syndrome have high incidence of congenital heart disease and neurological alterations
as predisposition to Alzheimer's disease (Martin et al., 2018; Petersen and O’Bryant.,
2019).

In conclusion, the present study shows that individuals with DS have differential
expression of mMiIRNA hsa-miR-378a-3p that their target genes are involved in processes
and metabolic pathways of the immune system. Thus, it may be a possible peripheral
biomarker of alterations related to the immune system in children with DS. Our results
support the hypothesis that chromosome 21 trisomy leads to secondary changes in the
entire genome considering that this microRNA and target genes are located outside

chromosome 21.
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Biological processes that the genes regulated by the hsa-miR-378a-3p microRNA

participate.

Biological Processes

Positive regulation of cell proliferation

Positive regulation of gene expression

Negative regulation of osteoblast differentiation

Axon orientation

Branching involved in ureteral button morphogenesis

Positive regulation of the neuron apoptotic process

Negative regulation of cell proliferation

Negative regulation of RNA polymerase Il promoter transcription

Smoothed signaling pathway involved in specifying the
destination of spinal cord motor neuron cells

Smoothed signaling pathway involved in specifying the ventral
spinal cord interneuron

Negative regulation of the apoptotic process
Neural tube closure

Wound healing

Cell-cell signaling

MAPK Waterfall

Positive transcription regulation, modeled by DNA
Regulation of gene expression

Negative regulation of monocyte differentiation
Generation of neurons

Cellular response to 13-acetate 12-myristate phorbol

Genes

Fold
Enrichment

8
11,9
47,8
15,6
44,4
43,4

7,9
5,2

414.,6

414.,6

6,8
24,2
23,3

9,8

9,5

18,7
1777
1777

1777

P-
Value

0,00065
0,00066
0,00160
0,00180
0,00190
0,00200
0,00300
0,00440

0,00460

0,00460

0,00500
0,00630
0,00680
0,00690
0,00750
0,00760
0,01000
0,01100
0,01100

0,01100
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Response to the drug
Differentiation of Bergmann glial cells

Positive transcription regulation of the RNA polymerase Il
promoter

Cell proliferation

Positive ossification regulation

Development of the skeletal system

Cell cycle stop

Astrocyte development

Embryonic development of the digestive tract
Camera-like eye morphogenesis

Response to hypoxia

Negative regulation of the desmoothened signaling pathway
Positive regulation of smooth muscle cell migration
Positive regulation of neuroblast proliferation

Heart development

Protein phosphorylation

Positive regulation of cell migration

Embryonic development in the womb
Morphogenesis of the outgoing tract septum

Positive regulation of mesenchymal cell proliferation
Differentiation of t cells in the thymus

Hippo Signage

Positive regulation of telomerase activity

Heart morphogenesis

2

2

2

8,2

0,01100

138,2 0,01400

3,8

6,8

0,01600

0,01800

103,7 0,01800

13,6 0,01900
13,2 0,02000
71,7 0,02400
71,7 0,02400
71,7 0,02400
10,8 0,02900
65,5 0,02900
62,2 0,03100
62,2 0,03100
10,2 0,03200
5,5 0,03300
10,1 0,03300
10 0,03400
54,1 0,03500
47,8 0,04000
46,1 0,04100
46,1 0,04100
42,9 0,04400
38,9 0,04800




70

Metabolic pathways that the genes regulated by the hsa-miR-378a-3p microRNA

participate.

Metabolic pathways Genes Fold Enrichment P - values
Cancer Pathways 11 8,8 0,00000007
Proteoglycans in cancer 7 10,9 0,00002100
Chronic myeloid leukemia 5 21,7 0,00005800
Hepatitis B 6 12,9 0,00006000
MicroRNAs in cancer 7 7,7 0,00016000
FoxO signaling path 5 11,7 0,00064000
Signaling pathways that 5 11,2 0,00075000

regulate stem cell
pluripotency

Colorectal cancer 4 20,2 0,00083000
Glioma 4 19,2 0,00095000
Pancreatic cancer 4 19,2 0,00095000
Renal cell carcinoma 4 19 0,00099000
Progesterone-mediated 4 14,4 0,00220000
oocyte maturation

HIF-1 signaling path 4 13 0,00290000
Formation of the 3 34,7 0,00300000
dorsoventral axis

Viral carcinogenesis 5 7,6 0,00310000
Focal adhesion 5 7,6 0,00310000
PI3K-Akt signaling path 6 54 0,00320000
Ras signaling pathway 5 6,9 0,00440000
Oocyte meiosis 4 11,3 0,00440000
MAPK signaling path 5 6,2 0,00650000

Bladder cancer 3 229 0,00680000
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Endometrial cancer

Basal cell carcinoma
Acute myeloid leukemia
Non-small cell lung cancer
Tuberculosis

Central carbon metabolism
in cancer

Melanoma

TGF-beta signaling pathway
ErbB signaling path
Prostate cancer

Toxoplasmosis

18
17,4
16,8
16,8

7,1

14,7

13,2
11,2
10,8
10,7

8,5

0,01100000
0,01200000
0,01200000
0,01200000
0,01600000

0,01600000

0,01900000
0,02700000
0,02800000
0,02900000

0,04400000
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