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RESUMO

A sindrome de Turner (ST) caracteriza-se pela auséncia, parcial ou total, de um
segundo cromossomo sexual, afetando cerca de 1:2500 nascimentos femininos.
Um risco aumentado de desenvolvimento de doencas autoimunes/inflamatoérias
tem sido observado em portadoras da ST quando comparadas as mulheres em
geral. Diferentes genes tém sido associados ao desenvolvimento de doencas
autoimunes/inflamatérias, dentre eles se destaca o gene FOXP3, que regula a
diferenciacdo e ativacdo das células T reguladoras, funcionando como fator
transcricional indispensavel para a funcdo supressora da autoimunidade. Esse
estudo teve como objetivo investigar se polimorfismos do gene FOXP3 rs3761548
(C>A), rs3761549 (C>T) e sua expressao podem modular a susceptibilidade a
doencas autoimunes/inflamatérias na ST. A amostra constituiu de 97 pacientes
portadoras de ST, entre as quais 38 possuiam doencas autoimunes/inflamatérias.
A analise dos polimorfismos foi realizada utilizando o sistema Tagman e os dados
foram analisados pelo programa SNPStats, com nivel de significancia de 0,05.
Para avaliar os niveis de mRNA de FOXP3 em pacientes com ST (n = 17) em
comparacao com o grupo controle (n = 15), foi realizado um teste de expressao
génica relativa. Nao foi possivel estabelecer uma associacéo entre polimorfismos
do gene FOXP3 com doencas autoimunes/inflamatorias na ST. Contudo, uma
expressado elevada do gene FOXP3 foi observada nas pacientes ST em relacéo

aos individuos saudaveis (p = 1,533e-6).

Palavras-chave: sindrome de Turner. Doencas autoimunes. Doencas

inflamatoérias. FOXP3. Polimorfismos. Expresséo.



ABSTRACT

Turner syndrome (TS) is characterized by partial or total absence of a second
sexual chromosome, and affects about 1:2500 female births. Still, an increased
risk of developing autoimmune / inflammatory diseases has been observed in TS
patients when compared to women in general. Different genes have been
associated with the development of autoimmune / inflammatory diseases, among
them the FOXP3 gene. This gene regulates the differentiation and activation of
regulatory T cells, functioning as an indispensable transcriptional factor for the
autoimmune suppressive function. This study aimed to investigate whether
polymorphisms of the FOXP3 gene rs3761548 (C> A), rs3761549 (C> T) and its
expression modulate the susceptibility to autoimmune / inflammatory diseases in
TS. From a total of 97 TS patients, 38 had autoimmune / inflammatory diseases.
Analysis of the polymorphisms was performed by Tagman system and the data
were analyzed by the SNPStats program, with a significance level of 0,05. To
evaluate FOXP3 mRNA levels in TS patients (n = 17) compared to the control
group (n = 15), a relative gene expression test was performed. Even though it was
not possible to establish an association between FOXP3 gene polymorphisms with
autoimmune / inflammatory diseases in TS. However, it was observed an increase
of FOXP3 gene expression in TS patients compared to healthy individuals (p =
1.533e-6).

Keywords: Turner syndrome. Autoimmune diseases. Inflammatory diseases.

FOXP3. Polymorphisms. Expression.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Turner (ST) é caracterizada pela monossomia cromossémica
e, consequentemente, haploidia de genes que geralmente sdo expressos nos dois
cromossomos X. Acomete 1 a cada 2.500 meninas, sendo a Unica monossomia
compativel com a vida em humanos. Apesar dessa compatibilidade, apenas 1% dos
fetos com o cariétipo 45X sdo nativivos, uma vez que 99% sdo abortados
espontaneamente.

O diagnostico é realizado através do cariétipo, no qual cerca da metade das
pacientes portadoras de ST apresentam um cariotipo 45,X , 20% a 30% apresentam
mosaicismo (45,X e, pelo menos, mais uma linhagem celular), e o restante
apresentam alteracfes estruturais de um cromossomo X.

As manifestacdes clinicas da ST sdo muito variaveis, sendo a caracteristica
fisica mais associada a esta sindrome a baixa estatura, entretanto os individuos
também podem apresentar pescoco curto e / ou alado, cubito valgo, térax em
escudo, baixa implantacdo de cabelos e distlrbios gonadais como, amenorreia
primaria e infertilidade. Aumento dos niveis de autoanticorpos em pacientes ST
foram relatados, bem como um risco aumentado de desenvolver algumas doencas
autoimunes, como tireoidite de Hashimoto, diabetes mellitus tipo |, doenca celiaca,
doenca de Crohn e colite ulcerativa, artrite reumatoide juvenil, doenca de Addison,
psoriase, vitiligo e alopecia.

Varios mecanismos regulatérios sdo usados para manter a homeostase
imune, prevenir a autoimunidade e a inflamacdo moderada induzida por agentes
patogénicos e fatores ambientais. O principal desses envolvem as células T
reguladoras (Tregs), consideradas como o0s principais mediadores da tolerancia
periférica, desempenhando um papel fundamental na prevencdo de doencas
autoimunes, como diabetes mellitus tipo 1 (DM1), limitando doencas inflamatérias
cronicas, como asma e doenca inflamatoria intestinal.

Um avanco na analise de células Tregs identificou um fator de transcricdo
chave, o FOXP3 (forkhead box P3), que é necessario para o desenvolvimento,
manutencdo e funcéo dessas células desempenhando um papel fundamental no
estabelecimento da homeostase imune. Andlise de polimorfismos no gene FOXP3
evidenciou associagdo com doencgas linfoproliferativas autoimunes fatais em seres

humanos e camundongos. Dessa forma, polimorfismos no gene FOXP3, bem como
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sua expressao de forma alterada, podem levar ao desequilibrio do sistema
imunolégico e mediar o desenvolvimento de doencas humanas clinicamente
importantes.

No presente estudo, investigamos se 0s polimorfismos rs3761548 (C>A) e
rs3761549 (C>T) no gene FOXP3 podem ser um fator de susceptibilidade ao
desenvolvimento de condi¢bes autoimunes/inflamatérias em individuos com ST e se
existem diferencas no padrdo de expressdo deste gene em individuos ST e

saudaveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 SINDROME DE TURNER

A sindrome de Turner (ST) caracteriza-se pela auséncia, parcial ou total, de um
segundo cromossomo sexual. E considerada uma das cromossomopatias mais
frequentes, afetando cerca de 1:2500 nascidos-vivos do sexo feminino (Collett-
Solberg et al., 2011; Pinske, 2012).

O numero de recém-nascidas corresponde a uma pequena fracdo dos
conceptos com ST. Embora 1,5% de todas as concepg¢fes femininas na espécie
humana tenham a constituicdo cromossdémica 45,X, aproximadamente 99% destas
sdo espontaneamente abortadas, levantando-se a hipotese de que para ser viavel, o
concepto 45,X deve possuir outra linhagem celular ao menos em alguns 6rgaos ou
periodos embriogénicos criticos (Hook e Warburton, 2014).

Urbach e Benvenitsy (2009) demonstraram a necessidade obrigatéria do gene
PSF2RA localizado na regido pseudoautossémica dos cromossomos X e Y, para a
viabilidade da placenta. Adicionalmente, Hook e Warburton (2014) reforcaram que
todos os individuos com ST sdo na verdade mosaicos cripticos, sendo a
monossomia do cromossomo X em embrides viaveis causada primariamente pela
nao disjuncao mitética.

O cariotipo 45,X (Figura 1) ocorre em 50% a 60% dos casos, sendo também
observadas alteragdes estruturais do cromossomo X, como i(Xq), del(Xp), r(X),
apresentando-se em aproximadamente 30% dos casos, com cariétipos homogéneos
ou mosaicos que incluem uma linhagem celular 45,X (Carvalho et al., 2010; Bispo et
al., 2013a; Freriks et al., 2013). Caridtipos complexos que incluem a formacéo de
cromossomos X derivativos sdo encontrados em poucos casos (Burégio-Frota et al.,
2010). Uma segunda linhagem celular, que pode incluir o cromossomo Y normal ou
estruturalmente alterado, tem sido observado em 5 a 12% dos casos de ST (Bispo et
al., 2013b; Freriks et al., 2013).

Dessa forma, andlises citogenéticas classicas podem nédo detectar
cromossomos estruturalmente anormais, se 0S mesmos Sd0 muito pequenos ou
raros, levando a um mosaicismo oculto e podendo envolver parte do cromossomo Y
(Bianco et al., 2006; Araujo et al., 2008). Dependendo da abordagem metodoldgica,

alguns estudos tém demonstrado uma frequéncia de material derivado do
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cromossomo Y em pacientes com ST variando de 0 a 61% (Sallai et al., 2010; Bispo
et al., 2013b).

A expressao clinica da ST pode ser atenuada pela baixa contagem de células
45,X na presenca de mosaicismo e / ou alteracOes estruturais dos cromossomos

sexuais, caracterizando poucos estigmas para as pacientes (Bispo et al., 2013a).
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Figura 1. Cariétipos encontrados na ST. A) Cari6tipo mais comum na ST - 45,X. B) Isocromossomo -
i(Xg). C) Cromossomo em anel - r(X). D) Delecdo no braco curto do cromossomo X —
Del(Xq). (Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH,

UFPE).

A ST possui uma variedade de caracteristicas fenotipicas, sendo a maioria
causada por haploinsuficiéncia de genes normalmente expressos por ambos 0s
cromossomos X (Davenport, 2010), onde uma Unica copia do material genético é
incapaz de efetuar as fungdes que normalmente sdo desempenhadas em diploidia,
prejudicando o desenvolvimento humano normal, e / ou pelo imprinting genético,
definido como um fenbmeno epigenético, em que certos genes se expressam
exclusivamente em um dos cromossomos parentais (Urbach e Benvenisty, 2009).
Neste caso, a perda do cromossomo X nao “imprintado” resultaria na auséncia total
de expresséo de genes especificos em algumas células (Lepage et al., 2012).

As caracteristicas clinicas da ST mais frequentes séo: baixa estatura,
disgenesia gonadal (que resulta em atraso no desenvolvimento puberal,
acompanhada da auséncia de estrogénio ao longo da vida), amenorreia primaria e
esterilidade (Carvalho et al., 2010; Gonzalez e Witchel, 2012; Bispo et al., 2013a).
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Além disso, podem ser encontrados uma grande variedade de sinais dismorficos,
tais como pescoco curto e / ou alado, térax largo e em escudo, cubitus valgus, baixa
implantagcdo dos cabelos, orelhas proeminentes (Figura 2) (Araujo et al., 2010;
Collett-Solberg et al., 2011; Bispo et al., 2013a).

Esta sindrome pode envolver algumas malformacdes, especialmente no
coracdo (mais comumente dissec¢do da aorta e doenca arterial coronariana)
(Mortensen, 2012) e rins, além de aterosclerose, osteoporose, doenca da tireoide,
obesidade, distarbios endocrinos e metabdlicos, os quais sao contribuintes
reconhecidos para morbidade, mortalidade e diminuicdo da expectativa de vida
(Schoemaker et al., 2008; Davenport, 2010).

Um risco aumentado de desenvolvimento de doencas autoimunes (DAIs) tem
sido observado em mulheres portadoras da ST quando comparadas as mulheres em
geral (Jorgensen et al., 2010). Embora a literatura demonstre esses dados, o0s
mecanismos fisiopatoldgicos e etiologicos relacionados a imunidade permanecem
nao definidos (Mortensen et al., 2009; Oliveira et al., 2009).

—

Figura 2. Principais achados fenotipicos em pacientes portadoras de ST. A) Paciente portadora de
ST; (B) Redundancia de pele; (C e D) Linfendema nas méos e pés. (Fonte: Sybert &
McCauley, 2004; Nat clin pract endocrinol metab, Nature 2008).
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Doencas autoimunes ocorrem com maior prevaléncia em mulheres, embora
as causas nao sejam esclarecidas (Bianchi et al., 2012). Hormonios sexuais, fatores
reprodutivos, fatores ambientais, padrdo de inativacdo do cromossomo X e a
dosagem de genes ligados ao cromossomo X podem estar envolvidos na etiologia

dessas doencas (Jorgensen et al., 2010).

2.2 MECANISMOS ENVOLVIDOS NAS CONDICOES AUTOIMUNES/
INFLAMATORIAS

Doencas autoimunes (DAIs) sdo um grupo heterogéneo de doencas
complexas de carater inflamatério, caracterizadas pela perda da tolerancia aos
autoantigenos, levando a diminuicdo da capacidade do sistema imunologico do
individuo em distinguir o que é préprio daquilo que néo é préprio (Jonuleit e Schmitt,
2003). Essa capacidade, denominada autotolerdncia, € mantida nas células
imunocompetentes B e T, tanto por mecanismos centrais (induzida nos 6rgdos
linfoides primarios, em consequéncia ao reconhecimento dos antigenos proprios
pelos linfécitos T imaturos), quanto por mecanismos periféricos (as células T
maduras reconhecem especificamente os antigenos (Ag) préprios presentes nos
tecidos periféricos, tornando-se assim incapazes de responder a estes) (Giardi,
2007).

Na primeira fase do desenvolvimento das DAIs, a imunidade € normal no
contexto de susceptibilidade genética; na segunda fase, inicia-se uma resposta
imune anormal, mas sem manifestacfes clinicas (imunidade pré-clinica), nos quais
auto anticorpos ou anormalidades celulares podem ser evidenciados. Essas
alteracbes podem, eventualmente, aumentar nos meses ou anos seguintes, levando
0s sintomas clinicos iniciais e ao diagndstico (Bianchi et al., 2012; Tobdn et al.,
2012).

As células T regulatorias (Tregs) representam uma subpopulacao de linfocitos
T caracterizados pela expressdo da molécula CD25+ e do fator nuclear FOXP3
(forkhead box P3) (Figura 3) (Campbell, 2007). O FOXP3 tem como func¢ao induzir a
supressdo das ceélulas T efetoras, bloqueando a ativagcdo e a funcdo destes
linfécitos, sendo assim importantes no controle da resposta imunolégica a Ags

préprios e ndo-proprios (Sojka, 2008).
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Pelo menos dois tipos de células Tregs foram descritas: naturais e
adaptativas  (Bacchetta, 2007). As células Tregs naturais expressam
constitutivamente o receptor de cadeia a da IL-2 (CD25), sendo denominadas
CD4+CD25+. Sao produzidas naturalmente nos corpusculos de Hassal (no timo),
como uma subpopulagdo de células T funcionalmente distintas e maduras,
representando 5 a 10% das células T CD4+ periféricas (Yagi, 2004; Sakaguchi,
2005).

CD25+
hff_{?.’

CTLA-4

Figura 3: Expressdo fenotipica da célula T reguladora. Células Tregs naturais expressam CD4+,
CD25+, GITR e CTLA-4 na membrana e FOXP3 no nucleo. (Fonte: Herménio, 2006).

Além do marcador CD25, as células Tregs naturais também expressam outros
marcadores de superficie que ndo sédo especificos, mas auxiliam na identificacéo
destas células, entre os quais estdo: CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4),
GITR (Glucocorticoid-induced tumor necrosis fator receptor), TNFR-2 (tumor
necrosis factor receptor-2) e HLA-DR (human leucocyte antigen). Dentre estes
marcadores o CTLA-4, que € expresso constitutivamente nos linfocitos T
CD4+CD25+, é um dos mais estudados e acredita-se que o bloqueio desta molécula
possa afetar a funcéo das Tregs (Read, 2006).

Outros receptores de superficie descritos nas células Tregs naturais sao
CD27, Fas, CD62L e os receptores de quimiocina CCR6, CCR7, CCR8 e CD103, o
que permite a migracdo das Tregs até o local de inflamag¢do (Bacchetta, 2007;
Gupta, 2008). Poréem, nenhum destes marcadores é exclusivo desta subpopulacéo
celular, uma vez que também refletem o estado de ativacdo do linfocito T. A

descoberta do fator de transcricdo FOXP3, foi crucial no entendimento do
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desenvolvimento e funcdo das Tregs, permitiu caracterizar melhor estas células
(Yagi, 2004).

Sendo o FOXP3 um marcador nuclear, o receptor de IL-7 (CD127), que é
regulado negativamente pelo FOXP3, foi descrito como um marcador de superficie
fidedigno para selecionar as Tregs dentre a subpopulagédo de linfécitos T, além de
caracterizar aquelas com maior fungéo supressora (Liu, 2006; Ndhlovu, 2008).

As células Tregs adaptativas, por sua vez sdo geradas na periferia apos uma
variedade de estimulos antigénicos ou em condi¢Bes ditas tolerogénicas (Taams,
2006; Bacchetta, 2007). Estas células exercem sua funcéo através da liberacdo de
citocinas inibitérias como IL-10 e TGF-B (Jonuleit, 2003; Sakaguchi, 2006). Varios
tipos de células Tregs adaptativas tém sido descritos, incluindo TR1, que produzem
IL-10 e cuja funcdo supressiva esta bem documentada nas doencas alérgicas,

autoimunes e transplante alogénico (Bacchetta, 2007).

2.2.1 Mecanismos de acao das células Tregs

Definir os mecanismos de funcéo das células Tregs € de importancia crucial,
nao somente proporcionando uma visdo dos processos de controle da tolerancia
periférica, como também fornecendo uma série de alvos terapéuticos potencialmente
importantes (Dario, 2008; van der Net, 2016).

Em geral, células Treg FOXP3 + exercem funcdes supressoras através de
uma série de mecanismos bem estabelecidos (Vignali, 2008). Por exemplo, elas
secretam citocinas anti-inflamatdérias, moléculas co-inibitérias expressas (como o
CTLA4) e podem modular a atividade das células apresentadoras de antigeno
(APCs). As células Tregs também podem esgotar fatores de crescimento cruciais do
microambiente e potencialmente morrer em anergia ou apoptose (Shevach, 2009).

Do ponto de vista funcional, os mecanismos de supressdo potencial das
células Tregs podem ser classificados em quatro "modos de acdo" basicos:
supressao por citocinas inibitérias, supressao por citolise, supressao por interrupgao
metabodlica e supressdo por modulacdo da maturacdo ou funcdo de células

dendriticas (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de acéo das células Tregs: a) supressao por citocinas inibitorias; b) supressao

por citélise; c) interrupcdo metabdlica; d) supresdo por modulagdo da maturacdo ou
funcado de células dendriticas. (Fonte: Nature Reviews, Immunology)

No primeiro mecanismo (Figura 4a), citocinas inibitérias tais como IL-10
(interleucina-10) e TGF, tém sido o foco de ateng&o consideravel como mecanismo
de supressao mediada por células Tregs. Também ha um interesse significativo em
sua capacidade de gerar populacdes de células Tregs induzidas (também
conhecidas como adaptaveis), naturalmente in vivo ou experimentalmente, como
uma modalidade terapéutica potencial (Dario, 2008; Monteiro et al., 2010).

Niveis elevados de IL-10 sugerem um potencial regulatério para essas
células, uma vez que tal citocina é crucial para limitar as respostas pré-inflamatorias
e autoimunes (Shevach, 2006; Xystrakis, 2006). Coombes et al. (2005) demonstrou
que camundongos com deficiencia de IL-10 desenvolvem colite grave,
acompanhada de dano tecidual e inflamacdo excessiva. Suri-Payer (2001)
demonstraram que a producdo de IL-10 pelas células T reguladoras é necessaria
para supressao de certas formas de inflamacao autoimune intestinal. Em individuos
com asma grave ha relatos de alteracdes na sinalizacdo de quimiocinas
relacionadas as Tregs, além de secrecdo diminuida de IL-10 (Bacchetta, 2007,
Nguyen, 2009). Também foi observado que as Tregs de individuos com asma
intermitente a moderada, tinham uma diminuicdo na expressdo da proteina FOXP3
(Provoost et al., 2009).

O segundo mecanismo (Figura 4b), demonstrado pela supresséo por citélise

mediada pela secrecdo de granzimas (enzimas que rompem proteinas armazenadas
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em granulos citoplasmaticos), foi h4 muito tempo considerado o papel das células
Natural Killers (NK) e dos linfocitos T CD8+ citotdxicos. No entanto, muitas células T
CD4+ humanas exibem atividade citotoxica (Lieberman, 2003). Em concordancia
com isto, as células Tregs naturais ativadas demonstraram expressar a granzima A,
mediando a morte celular e a perfuracdo através da adesdo de CD18 (Grossman,
2004).

Gondek et al. (2005) foram os primeiros a relatar que as células Tregs
murinas, deficientes em granzima-B, tinham atividade de supressao reduzida in vitro,
mas essa apoptose induzida por células Tregs, pareceu ser independente de
perfuracao.

A nocao de que as células Tregs podem possuir atividade citolitica, baseia-se
em estudos que mostraram morte de células B de uma maneira dependente de
granzima B, parcialmente dependente de perfuracdo, resultando na supressdo da
funcéo das células B (Zhao, 2006).

Em relacdo ao terceiro mecanismo (Figura 4c), alguns modos de supressao
foram descritos e podem responder como mecanismos que medeiam "distarbios
metabolicos" das células T efetoras alvo, induzindo a liberagéo intracelular ou
extracelular de nucleotideos de adenosina (Deaglio, 2007).

A expressédo das ectoenzimas (enzima extracelular) CD39 e CD73 pode gerar
adenosina pericelular, funcionando como supressoras de células T efetoras, atraves
da ativacdo do receptor A2A da adenosina (Kobie, 2006; Borsellino, 2007). Contudo,
a ligacdo de adenosina A ao receptor A2A parece néo apenas inibir as funcdes das
células T efetoras, mas aumentar a geracao de células Tregs adaptativas inibindo a
expressao de IL-6, enquanto promove a secrecao de TGFB (Zarek, 2008). Embora o
TGFB induza a diferenciacdo de células Treg FOXP3 +, a IL-6 inibe ao
desenvolvimento de células Tregs, gerando células Th17 pré-inflamatérias (Oukka,
2007).

Além de afetar diretamente a funcdo das células T efetoras, as células Tregs
podem modular a maturacdo e / ou funcdo das células dendriticas (CDs)
(necessarias para a ativacdo de células T efetoras), como demonstra o quarto
mecanismo (Figura 4d). A microscopia intravital revelou interacdes diretas entre
células Tregs e CDs in vivo, que pode atenuar a ativacéo de células T efetoras por
CDs (Tang et al., 2006)
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O CTLA-4 mostrou-se constitutivamente expresso por células Tregs
(Shevach, 2009). Ao utilizar anticorpos bloqueadores especificos ou células Tregs
deficientes em CTLA-4, foi observado que na auséncia de CTLA-4 funcional, a
supressdo mediada por células Tregs de células T efetoras através de CDs foi
reduzida (Serra, 2003; Oderup, 2006).Também foi demonstrado que estas células
poderiam condicionar CDs, através de um mecanismo dependente das interacdes
entre CTLA-4 e CD80 e / ou CD86, para expressar indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO), uma potente molécula reguladora que induz o catabolismo do triptofano em
metabdlitos pré-apoptéticos resultando na supressao de células T efetoras (Fallarino
et al., 2003; Mellor, 2004).

2.3 Condi¢bes autoimunes e inflamatérias na sindrome de Turner

Alguns fatores podem explicar a predominancia de doencgas autoimunes em
mulheres, incluindo auséncia de estrogénio e / ou inativacdo do cromossomo X
(Bakalov, 2012). Aproximadamente 15% dos genes ligados ao cromossomo X
escapam da inativacao, sugerindo que existe um grau notavel de heterogeneidade
de expresséao entre as mulheres (Berletch, 2011).

A maioria dos genes que escapam da inativacdo do cromossomo X sdo genes
pseudoautossémicos localizados em Xp, 0s quais possuem genes homologos no
cromossomo Y. Sendo a maioria das anormalidades observadas em ST ocasionada
pela falta de eficiéncia de genes que normalmente sdo expressos por ambos 0s
cromossomos X (Carrel, 2005). Na ST isso pode ser exemplificado pela
haploinsuficiéncia do gene SHOX (Xp22.3) envolvida na baixa estatura (Mortensen,
2012), além da deficiéncia auditiva e malformacdes esqueléticas (Binder, 2011).

O elevado risco de desenvolvimento de DAIs em pacientes com ST parece
ser devido, em parte a haploinsuficiéncia de genes ligados ao cromossomo X, uma
vez que a quantidade desse cromossomo sexual é critica para a manutencdo ou
perda da tolerancia imune (Jorgensen et al., 2010).

Entre os distUrbios autoimunes associados a ST, estima-se que a tireoidite de
Hashimoto afeta cerca de 50% dos portadores (Larizza, 2009; Bakalov et al., 2012).
Outros disturbios autoimunes associados incluem psoriase, vitiligo, alopecia e

doencas inflamatérias do intestino (doenca celiaca, colite ulcerativa e doenca de
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Crohn) (Oiso, 2007; McCarthy e Bondy, 2008; Davenport, 2010; Dias et al., 2010;
Bakalov et al., 2012).

Células T auto reativas, mas também células B e outras células relacionadas
a imunidade, podem nao se tornar tolerantes por auto antigenos gerados por um dos
dois cromossomos X, e assim, desencadear uma resposta autoimune em tecidos
alvos (Bianchi et al., 2012). Além disso, algumas alteracées imunologicas tém sido
descritas nestes individuos, incluindo baixos niveis de imunoglobulinas G e M, fraca
quimiotaxia e resposta diminuida a mitdgenos das células T (Stenberg et al., 2004,
Larizza et al., 2009).

Alguns relatos tém sugerido que a ocorréncia do i(Xq) pode induzir ao
hipotireoidismo ou diabetes autoimune devido a presenca aumentada de auto-
anticorpos (Elsheikh et al., 2001; El-Mansoury et al., 2005). Bakalov (2009)
demonstrou que o cromossomo i(Xq) esta associado com a maior prevaléncia de
diabetes mellitus do tipo 2, o que foi explicado pelo aumento dos transcritos de
genes pro-inflamatérios. Um mecanismo semelhante pode ser responsavel pelo
maior risco de hipotireoidismo em mulheres com ST e i(Xq). Entretanto, pesquisas
posteriores ndo encontraram associacdo entre cariotipos especificos e o risco de
doencas autoimunes na ST (Elleuch et al., 2010; Jorgensen et al., 2010).

A patogénese das DAIs é multifatorial, evidéncias tém demonstrado que além
da genética, outros mecanismos complementares estdo envolvidos na patogénese
da autoimunidade, em particular, a epigenética (Bird, 2007).

Modificacdes epigenéticas desempenham papéis fundamentais em uma
variedade de processos biolédgicos incluindo a remodelacéo da cromatina, inativacado
do cromossomo X, a regulacdo do desenvolvimento e diferenciacdo de células, e
alteracao de respostas imunes (Lu, 2006).

Dentre os genes localizados no cromossomo X, que sdo conhecidos e
possivelmente envolvidos no processo de imunoregulacdo, esta o gene FOXP3, o
qual desempenha um papel importante na homeostase imune (Walker et al., 2003).
Delecdo nesse gene causa imunodesregulacdo, poliendocrinopatia e enteropatia
ligada ao cromossomo X (Bakalov, 2012). Os polimorfismos deste gene estao
associados a DAIs em caucasianos, sugerindo assim que haploinsuficiéncia no gene
FOXP3 poderia ser responsavel pelo aumento do risco de doencas
autoimunes/inflamatorias em pacientes ST (Ban et al., 2007).
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2.4 GENE FOXP3

O gene FOXP3 humano esta localizado em Xp11.23 (Figura 5), consiste de
11 éxons e codifica uma proteina de 431 aminoacidos (Gambineri et al., 2003;
Fontenot et al.,, 2005; Ban et al. 2007), também denominada FOXP3, sendo
expresso predominantemente nas células do timo, baco e linfonodos,
particularmente nas células T CD4+CD25+ (Yagi et al., 2004; Torgerson, 2007). Este
gene tem como funcdo regular a diferenciacdo e ativacdo das células Tregs,
funcionando como fator transcricional indispensavel para a funcdo supressora da

autoimunidade dessas células (D’Amico et al., 2013).
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Figura 5: Diagrama esquematico do gene FOXP3 (a) cromossomo (b) gene. A figura mostra duas
isoformas do gene e alguns SNPs, dentre eles em destaque (amarelo) os SNPs
analisados no presente estudo. (Fonte: adaptado de Marques et al., 2015)

A proteina FOXP3 é um fator de transcricdo, cuja funcao é exercida sobre
regides reguladoras especificas dentro do DNA, aumentando ou suprimindo a
transcricdo de genes especificos (Li, 2004). O fator FOXP3 exerce funcbes efetora e
facilitadora sobre os genes de proteinas chaves na ativacao celular, incluindo a IL-2
e 0 GM-CSF17 (Torgerson, 2007).

A importancia do gene FOXP3 nas células Tregs foi bem estabelecida a partir
do trabalho de Brunkow et al. (2001). Esses autores identificaram a mutac&o do tipo
frameshift (mutacéo indel, que altera o quadro de leitura), responsavel pelo fenotipo
de camundongos “scurfy”, com consequente perda de funcdo no gene FOXP3,
caréncia de células Tregs, levando a disturbios autoimunes/inflamatorios graves e

Obito precoce desses camundongos.
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Polimorfismos no gene FOXP3 foram encontrados na sindrome denominada
IPEX (Desregulacdo imune, Poliendocrinopatia, Enteropatia, Sindrome ligada ao X),
um distarbio autoimune que afeta multiplos 6rgaos com desenvolvimento de alergia,
doenca inflamatdria intestinal (van der Vliet e Nieuwenhuis, 2007), diabetes mellitus
tipo 1 (Bassuny et al. 2003) e doenca autoimune da tireoide (Ban et al. 2007).
Aparentemente esses pacientes tém comprometimento no desenvolvimento das
células Tregs e consequente defeito na funcdo supressora, levando a um estado de
hiperativagcéo de linfocitos T (Ban et al., 2007; Lin et al., 2011).

Os polimorfismos neste gene podem alterar FOXP3 (fator de transcri¢édo), de
forma funcional ou quantitativa, modificando a especificidade de ligagao dos fatores
de transcricdo para os seus locais de ligacdo e modificando a cinética da iniciacao
da transcricdo (Hanel et al., 2011).

Portanto, polimorfismos neste gene podem levar a diminuicdo de células
Tregs CD4+ CD25+ e posteriormente células T CD4+ cronicamente ativadas que
expressam niveis aumentados de varios marcadores de ativacdo e citocinas,

resultando em doengas autoimunes (Wildin et al., 2002, Bjornvold et al., 2006).

2.4.1 Estrutura e funcado do FOXP3

O FOXP3 é membro da subfamilia P das proteinas FOX e assim como 0s
demais fatores de transcricdo € composto por trés dominios (repressor, central e
ligante de DNA ou forkhead (Coffer, 2004; Campbell, 2007) (Figura 6).

Dominio repressor ZnF Zip Forkhead
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Figura 6: Estrutura da proteina FOXP3, com o dominio repressor, central composto por dedos de
zinco (ZnF) e ziper de leucina (Zip), e o dominio forkhead. A régua representa o niumero de

aminoacidos de 1 a 431. (Fonte: Adaptado de Torgerson, 2007).
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No dominio forkhead é onde ocorrem as interacdes FOXP3-NFAT,
homodimerizacdo de moléculas FOXP3 e € responsavel pela repressao
transcricional de uma série de genes alvo imuno-relacionados (Xie, 2015). Nesta
regido foi identificada a maioria das mutacdes que afetam o gene FOXP3, as quais
sdo do tipo missenses (as que levam a substituicdo de um aminoacido por outro
diferente) (Ozkaynak, 2009).

O dominio N-terminal também confere a capacidade de reprimir a transcricao
de genes alvo, mas ndo se liga ao DNA (Lopes et al., 2006). Além disso, um
complexo de remodelagéo de cromatina que inclui HDAC7 ou HDAC9 e TIP60 pode
interagir com essa regiao, sugerindo um papel na facilitagdo entre o complexo de
FOXP3 e outras moléculas de co-regulacdo, o qual pode colaborar na promocao da
regulacédo de genes induzidos por FOXP3 (Hori, 2012).

O dominio central, que contém um dedo de zinco (ZnF) e um ziper de leucina
esta envolvido na interacéo proteina-proteina e o dominio forkhead se liga ao DNA
(Torgerson, 2007), sendo importante para a homodimerizacdo do FOXP3 (Lopes,
2006; Li, 2007), que é indispensavel para sua funcéo (Deng et al., 2012; Ramsdell e
Ziegler, 2014).

Os membros da familia FOXP (FOXP1, FOXP2, FOXP3 E FOXP4) podem
formar dimeros e ativar a transcricdo. FOXP1, FOXP2 e FOXP4 sdo expressos no
intestino, cérebro e pulmao e parecem ter um papel na embriogénese que é mantida
em adultos (Li, 2004). O FOXP1 esta presente tanto nas células T CD4+ CD25+
quanto em T CD4 + CD25 -, enquanto que o FOXP3 é expresso apenas em células
T CD4 + CD25 + (Li et al., 2007).

A expressdao do fator de transcricdo FOXP3 em células Tregs é necessaria e
suficiente para suprimir a funcéo efetora das células T convencionais (Tconv) e em
cooperacdo com outros fatores de transcricdo, incluindo NFAT e Runxl, FOXP3
estabelece o programa das Tregs reprimindo ou trans ativando genes definidos
(McMurchy, 2009; Josefowicz, 2012). Os mecanismos moleculares da regulacéo
mediada por FOXP3 na transcricdo génica ndo estdo claramente definidos, mas a
repressdo envolve interacdes com a histona acetil-transferase TIP60, a histona
desacetilase HDACTY e histona de ligacdo H1.5. (Li, 2007; Mackey-Cushman, 2011).

Tanto a iniciagdo como a manutencdo da transcricdo de FOXP3 séo
altamente dependentes de CNS (sequéncias nao codificantes conservadas) (Figura

7), que servem como regides de ligacao para varios fatores de transcricdo (Ling,
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2017). A regido do potencializador CNS1 est4d situado intronicamente e é
particularmente importante para a inducdo da expressédo extra timica de FOXP3 em
células T. Entretanto, € exclusivamente indispensavel para ativar a expressao de
FOXP3 em resposta a sinalizacdo de SMAD induzida por TGFB (Tone et al., 2008;
Schlenner, 2012).
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Figura 7. O controle da expressdo da proteina FOXP3 por fatores de transcricdo e elementos
reguladores dentro do I6cus do gene FOXP3. A figura descreve os elementos codificantes
e nao codificantes caracterizados do gene que codifica a proteina FOXP3 juntamente com
os fatores de transcricdo que séo relatados para ativar a transcricdo do gene e seus locais
de interacéo.

O CNS2 (também conhecido como regido especifica de desmetilagdo em
células Treg) é importante para manter a expressao de FOXP3 em células Treg
derivadas do timo (tTreg) (Povoleri et al., 2013). A regido CNS2 esta localizada no
primeiro intron de FOXP3, e os elementos CpG no CNS2 se tornam hipometilados
durante o desenvolvimento de células tTreg (Toker et al., 2013). Os elementos de
CpG desmetilados e outros elementos reguladores no gene FOXP3 permitem a
ligacdo de vérios fatores de transcricdo, incluindo REL, CREB-ATF1, RUNX1,
subunidade do fator de ligacdo do nucleo-p (CBFB), ETS1, transdutor de sinal e
ativador da transcricdo 5 (STAT5), bem como o préprio FOXP3 (Zheng et al., 2010;
Josefowicz, 2012).

O CNS3 é encontrado entre 0 éxon 1 e o0 éxon 2 de FOXP3, e esta regido

promove o acumulo de modificagdes de histonas permissivas no promotor do gene,
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deixando-o em um estado epigeneticamente equilibrado em células FOXP3+
estabelecidas e precursores de células Treg FOXP3- (Zheng et al., 2010). Assim, 0
CNS3 tem um papel crucial como um interruptor epigenético que controla a
transcricdo de FOXP3 nessas células em resposta a ligagdo por REL, que é um
regulador importante do desenvolvimento de células Treg no timo (Ruan et al., 2009;
Feng et al., 2014).

No contexto da inflamacgéo, a manutencao da expresséo da proteina FOXP3 é
crucial para a tolerancia sustentada, por exemplo, nas articulacoes afetadas por
Artrite Idiopética Juvenil (AlJ), Tregs apresentam-se com alta expressdo de CD25,
desmetilacdo em regido especifica, bem como funcdo supressiva (in vitro), contudo
tais células expressam niveis baixos de FOXP3 (Bending et al., 2014). Foi relatado
que os baixos niveis de FOXP3 prejudicaram a sinalizacdo de IL-2R (receptor de IL-
2), através do baixo pSTAT5 (STATS fosforilada), que é conhecido por reduzir o
MRNA de FOXP3 e com isso, prejudica a renovacdo necessaria de proteinas
FOXP3 (Goldstein, 2016).

Em contraste com STAT5, STAT3 regula negativamente a transcricdo de
FOXP3 ligando-se a um elemento silenciador, reduzindo a ligacdo de SMAD3 (Xu et
al., 2010). Na psoriase, por exemplo, Treg parece aumentar niveis de STAT3
fosforilado e diminuir a funcdo supressiva, possivelmente relacionada a altos niveis
de IL-6, IL-21 e / ou IL-23 (Yang, 2016). Por outro lado, a regulagdo negativa in vitro
da proteina FOXP3 em Tregs na AlJ pode ser resgatada pela ativacdo STAT3
estimulada por IL-6R (Bending, 2015)

Dada a funcao da expressdo do gene FOXP3 na regulacédo do sistema imune
e na manutencdo da homeostase celular, é importante investigar se os niveis de
expressdo deste gene podem estar alterados e consequentemente modulando a

resposta imune/inflamatdria em pacientes ST.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se ha associacéo de polimorfismos no gene FOXP3 e seu perfil de
expressdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento de doencgas

autoimunes/inflamatérias na sindrome de Turner.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir o caridtipo das pacientes encaminhadas com suspeita clinica de ST;

2. Verificar se existe associacdo entre os polimorfismos rs3761548 (C>A) e
rs3761549 (C>T) do gene FOXP3 com a susceptibilidade em desenvolver
doencas autoimunes/inflamatoérias na sindrome de Turner;

3. Avaliar se os niveis de expressdo do gene FOXP3 apresentam-se alterados
em pacientes portadoras de sindrome de Turner quando comparadas ao

grupo controle.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CASUISTICA

O estudo € do tipo transversal de carater analitico, com o objetivo de promover
a caracterizacdo citogenética e molecular em pacientes com suspeita clinica da
sindrome de Turner (ST) atendidas no Servigco de Genética Médica do Instituto de
Medicina Integral (IMIP) e do Servico de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das
Clinicas da UFPE (HC-UFPE).

A selecdo das pacientes, com as condi¢des clinicas em estudo, foi realizada
por andlise dos prontuarios médicos, e quando necessario as pacientes foram
convocadas. A cada convocacao ou durante as visitas de rotina, cerca de 5 ml de
sangue periférico foi coletado em tubos contendo heparina como anticoagulante
(para a cultura de linfocitos) e em tubos de EDTA (para a extracdo de DNA e RNA).
Posteriormente, as amostras foram conduzidas para o Laboratério de Genética e
Citogenética Animal e Humana, do Departamento de Genética da Universidade
Federal de Pernambuco para andlise citogenética e para a realizacdo dos
experimentos de biologia molecular, as amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami.

O estudo foi dividido em trés etapas de andlise: 1) Na primeira etapa foi
realizada a confirmagcdo dos cariotipos das pacientes encaminhadas com suspeita
clinica de ST; 2) Na segunda etapa foi determinada a frequéncia dos polimorfismos
rs3761548 (C>A) e rs3761549 (C>T) do gene FOXP3.

A amostra foi composta por 97 pacientes com média de idade de 11,48 anos
(0.1-33 anos), todas oriundas do Estado de Pernambuco, na qual foi dividida nos
seguintes grupos de analise: (1) Grupo controle - pacientes portadoras de ST que
nao apresentaram condicdes clinicas sugestivas de doencas autoimunes e
inflamatorias; (2) Grupo caso - pacientes portadoras de ST que desenvolveram
algum tipo de doenca autoimune e/ou inflamatérias;

3) A terceira etapa correspondeu a analise da expressdo do gene FOXP3,
constituido por dois grupos: (1) Grupo caso - 17 pacientes portadoras de ST com
meédia de idade de 14 anos (06 - 23 anos) e (2) Grupo controle - formado por 15
mulheres, ndo portadoras de ST, com meédia de idade de 34 anos (08 - 72 anos),
sem histérico relatado de doencas autoimunes e inflamatoérias cronicas, oriundas de
um banco de RNA cedido pelo grupo de Patologia Molecular e Medicina Gendmica
do Laboratorio LIKA.
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4.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi realizado apds a apreciagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude- CCS/UFPE, N° do CAAE
71353717.8.0000.5208 (Anexo 1), desenvolvido obedecendo integralmente os
principios éticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(CNS). Todos os individuos envolvidos foram orientados sobre a proposta do estudo
e assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo 2).

4.3 ANALISE CITOGENETICA
4.3.1 Cultura de linfocitos

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas a partir da cultura de linfocitos,
onde foram adicionados 0,5 ml de sangue total nos frascos de cultura contendo 4 ml
do meio RPMI 1690 (GIBCO) suplementado com 1ml de soro bovino fetal
(CULTILAB) e 0,2 ml de fitohemaglutinina (GIBCO). Em seguida, os frascos foram
mantidos na estufa a 37 °C. Apos 70 horas foi adicionado 0,1 ml de colchicina
0,0016% (SIGMA) e ao completar 72 horas de cultivo, foi realizado o choque
hipotonico com KCI previamente aquecido a 37 °C. Os tubos foram mantidos em
banho-maria a 37 °C por 20 minutos, centrifugados e o material foi fixado com

metanol/acido acético (3:1).

4.3.2 Bandeamento G

Para a realizacdo do bandeamento G as laminas foram envelhecidas por
cinco dias, em temperatura ambiente, e mergulhadas numa solucéo de tripsina a 37
°C (0.10 g de tripsina para 100ml de tamp&o Dulbeco) por um periodo entre 6 a 10
segundos. Posteriormente, foram lavadas com solucdo salina e coradas com
Giemsa a 5% por 8 minutos.

Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o
Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN) de 2016.
A andlise cromossomica foi realizada em microscopia optica utilizando no minimo 25

células com o bandeamento G.
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4.4 ANALISE MOLECULAR
4.4.1 Extracao de DNA e ensaios de genotipagem

A extracdo do DNA das pacientes com cariotipos compativeis com a ST foi
realizada através do Kit para purificacdo de DNA lllustra blood genomic Prep Mini
Spin (GE Healthcare).

Para a determinacdo dos polimorfismos, os SNPs selecionados no gene
FOXP3 foram: rs3761548 C>A e rs3761549 C>T, os quais estdo localizados em
regides intrénicas. A selecdo dos SNPs foi baseada de acordo com a frequéncia
alélica minima (MAF) de 10% para os dois principais grupos étnicos encontrados em
Pernambuco (YRI — Yoruba e CEU — caucasoide).

Para os ensaios de genotipagem foi usada o sistema Tagman®, no qual ha a
utilizacao de sondas flourogénicas especificas para os polimorfismos analisados. As
reacoes de genotipagem foram realizadas usando o equipamento ABI 7500 (Applied
Biosystems, 2014).

4.4.2 Ensaios de Expresséo Génica

O é&cido ribonucléico (RNA) foi obtido a partir de leucdcitos totais das
amostras de sangue periférico e extraido utilizando-se o0 reagente Trizol®
(Invitrogen, EUA) (o qual consiste numa solugdo monofasica a base de fenol e
isotiocianato de guanidina), que deriva de uma modificacdo do método desenvolvido
por Chomczynsky e Sacchi (1987).

Apo6s o isolamento do RNA total foi avaliada a sua integridade através de
eletroforese em gel de agarose. Apos esta etapa o RNA total foi quantificado usando
a espectrofotometria para avaliar a concentracdo total do RNA e a presenca de
contaminantes.

Para a sintese de cDNA, a concentracdo de RNA total foi padronizada em
500ng em todas as reacdes usando o kit comercial ImProm-Il Reverse Transcription
System (Promega) seguindo as recomendacdes do fabricante. Para os ensaios de
expressdo foram usadas as sondas: gene alvo FOXP3 (Hs.247700) e gene de
referéncia GUSB Forward primer. CACTGTGGCTGTCACCAAGA e reverse:
TCCGCATCCTCATGCTTGTT. Os ensaios foram realizados no equipamento
ABI7500 (Applied biosystems) e o0 método de analise foi 0 2-AACt para a quantificacao

relativa da expressao génica.
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4.4.3 Anélise dos dados

A analise estatistica foi realizada utilizando o  SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web) e pelo programa R (https://www.r-
project.org/). As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem
direta por meio do equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando o teste do qui-quadrado
(x2). Razdo de Odds (OR) e os intervalos de Confianca de 95% (IC) foram
calculados e um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significante.

A analise do poder amostral, através do post-hoc foi realizada com o
programa G* Power (versao 3.1.9.2, disponivel em http://www.gpower.hhu.de/), com
uma probabilidade de erro de 0,05.

Na andlise da expressao génica, para avaliar amostras de distribuicdo normal
foi realizado o teste de Shapiro-Wilk. Por fim, as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel de

significancia de 5% (p <0,05), a partir do programa Excel.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE CITOGENETICA

A analise citogenética confirmou cariétipos compativeis com a ST em 97

pacientes (0.1-33 anos) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacao citogenética das pacientes com sindrome de Turner.

Caridtipos Numero de pacientes

45X 50
46,X,i(Xq)/45,X 16*
46,X,i(Xq) 5

45,X/46,XY 4*
46,X,r(X)/45,X 6*
45,X/46,X,+mar 2*
45,X/46,XX 2*
46,X,del(Xp)/45,X 1%
46,X,del(Xq)/45,X 2%
46,X,dup(Xq)/45,X 2%
45,X,inv(9)(p11g13) 1

45,X,t(11;12)(q22922) 1

45,X,9qh+/46,X,r(X),9gh+ 1*
46,X,der(X)add(Xp)/45,X 1*
45,X,16gh+ 1

45,X,16qh+/46,X,+mar,16gh+ 1*
45,X/47 XXX 1*
Total 97

* Casos com mosaicismo

Entre as 97 pacientes portadoras da ST, cerca de 78,3% (76 pacientes)
apresentaram baixa estatura, sendo esse fendtipo significativamente observado
dentre os casos de mosaicismos, estando presente em 25 dos 28 casos. A condi¢ao
de amenorreia primaria foi encontrada em 36% (35 pacientes) da amostra total,
enquanto nas pacientes com mosaicismo essa frequéncia foi de 64,3% (18

pacientes). Outros fendtipos como pescoco curto e / ou alado e infantilismo sexual
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também foram relevantemente encontrados no geral, como se pode observar na
tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas das 97 pacientes com sindrome de Turner

Caracteristicas clinicas n
Baixa estatura 76
Anormalidades esqueléticas 582
Osteopenia/osteoporose 10
Infantilismo sexual 100B
Amenorreia primaria 35
Sobrepeso/obesidade 14
Dislipidemia 6
Doenca autoimune da tireoide 16
Alopecia 2
Doenca inflamatoria crénica (com sobrepeso/obesidade) 21
Doengas infecciosas 6
Doenca neuroldgica 23
Doenca cardiovascular 18
Malformagéo renal 10
Doencas de pele 17
Edema 36
Hipertelorismo mamario 25
Deficiéncia auditiva 10
Malformagé&o de orelhas 25
Hipotonia muscular 3
Palato arqueado
Malformacé&o nas unhas 33
Alterac&o anatdomica dos olhos 13
Pescoco curto e alado 39
Baixa implantagéao do cabelo 27
Redundancia de pele no pescoco 19

As principais condicdes clinicas sdo cubitus valgus, depressao de xiféides
e Genu valgus; ° Auséncia de desenvolvimento mamario, auséncia de pélos

axilares e pubianos, Utero hipoplasico e auséncia de ovarios.
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O caribtipo 45,X foi o mais prevalente, sendo encontrado em 51,4% da
amostra (50 pacientes), seguido de pacientes portadoras de mosaicismo, 0s quais
foram detectados em 40,2% dos casos (39 pacientes). Além disso, outras alteracdes
como inversdes do cromossomo 9, adicdo de heterocromatina nos cromossomos 9 e
16, duplicagbes e até mesmo translocacdes, também foram observadas nas
pacientes.

Entre as pacientes portadoras de mosaicismo, o cariétipo 46,X,i(Xq)/45,X foi o
mais prevalente, representando 41% (16 pacientes) da amostra. Linhagens
celulares contendo cromossomo em anel (46,X,r(X)/45,X) e o cromossomo Y
(45,X/46,XY) também foram detectadas em mosaicismo (Tabela 1). As figuras 8 a 10

mostram cariotipos observados em mosaicismo com a linhagem celular 45,X.

1 2 3 4 5
6 TS 8 S 10 11 12

13 14 15 16 17 18

55 8B 'Y Y b .
19 20

21 22 $ X

Figura 8. Cari6tipo de uma paciente portadora de mosaicismo cromossdmico com a linhagem
46,X,r(X). (Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH,
UFPE).
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Figura 9. Cariétipo de uma paciente portadora de mosaicismo cromossOmico com a linhagem
46,X,i(Xq). (Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH,
UFPE).
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Figura 10. Caridtipo de uma paciente portadora de mosaicismo cromossdémico com a linhagem
46,X,del(Xp). (Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH,
UFPE).

Entre as 97 pacientes portadoras de ST, cerca de 17,52% apresentaram
doencas autoimunes/inflamatérias, sendo um total de 17 pacientes portadoras de
DAIs (incluindo tireoidite de Hashimoto, hipotireoidismo e alopecia), na qual uma
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delas apresentou tanto alopecia quanto DAI da tireoide e 21,64% possuem algum
tipo de doenca inflamatoria cronica (Tabela 3).

Tabela 3. Portadoras de sindrome de Turner que desenvolveram doencas autoimunes e/ou

inflamatdrias.
Cariotipos Alopecia DAIls da tireoide Doencas inflamatorias
45X - 7 13
46,X,i(Xq)/45,X 2
Demais cariotipos - 3 6
Total 2 16 21

5.2 ANALISE DOS POLIMORFISMOS DO GENE FOXP3

A andlise dos polimorfismos do gene FOXP3 rs3761548 (C>A), rs3761549
(C>T) foi realizada nas 97 pacientes ST, analisando cada SNP com o grupo de
pacientes que desenvolveram doencas autoimunes (Tabela 4) e com o grupo de
pacientes que possuiam doencas inflamatérias (Tabela 5).

Na tabela 4, apos analise do polimorfismo do SNP rs3761548 (C>A) com
pacientes ST foi encontrado no grupo controle (ST sem DAI) 65% do gendétipo CC
(selvagem), 5% AC (heterozigoto para o polimorfismo) e 30% AA (variante).
Enquanto que no grupo de casos (ST com DAIs) foi observado 82,3% do gendtipo
CC, 2% CA e 5,9% AA. Apoés andlise estatistica, o p-value encontrado foi 0,05 ndo
mostrando significAncia estatistica quanto a presenca do polimorfismo para o
desenvolvimento das DAIs nestas pacientes, porém talvez como um fator protetor.
Foi encontrado um poder estatistico de 99% (com 5% de confianca) comparando

genaotipos de pacientes casos com controles.

Na analise do SNP (rs3761549) foi observado no grupo controle que 90%
possuiam o gendétipo CC (selvagem), 3,8% CT (heterozigoto para o polimorfismo) e
6,2% TT (variante). Enquanto que no grupo de casos, foi observado 88,2% do
gendtipo CC, nenhum heterozigoto e 11,8% TT. O p value encontrado foi 0,3 néo
mostrando significancia estatistica quanto a presenca do polimorfismo para o

desenvolvimento das DAIs nestas pacientes. Foi encontrado um poder estatistico de
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75% (com 5% de confiangca) comparando genoétipos de pacientes casos com

controles.

Tabela 4. Andlise dos polimorfismos do gene FOXP3 com pacientes ST (Controles) e portadoras de

doengas autoimunes (Casos).

Polimorfismos  Controles N (%) Casos N (%) Odds ratio (95% CI) p-value

(80) a7)
rs3761548
Alelos
C 108 (0,68) 30 (0,88)
A 52 (0,32) 4 (0,12) 0,27 (0,06-0,85) 0,02
Gendtipos
CC 52 (65) 14 (82,3)
CA 4 (5) 2 (11,8) 1,83 (0,15-14,43) 0,6
AA 24 (30) 1(5,9) 0,15 (0,003-1,14) 0,05
rs3761549
Alelos
C 147 (0,02) 30 (0,88)
T 13 (0,08) 4 (0,12) 1,5 (0,33-5,32) 0,5
Genotipos
CC 72 (90) 15 (88,2)
CT 3(3,8) 0 (0) 1,9 (0,16-13,06) 0,6
1T 5(6,2) 2 (11,8) 2,21 (0,18-17,68) 0,3

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)

A tabela 5 mostra a andlise de associacdo dos SNPs com o desenvolvimento
de doencas inflamatérias nas pacientes com ST, nos quais foram observados no
SNP (rs3761548) que no grupo controle (ST sem doencas inflamatorias) 71%
possuiam o genotipo selvagem (CC), 5,3% CA (heterozigoto para o polimorfismo) e
23,7% AA (variante). No grupo de casos 57,1% possuem 0 genotipo selvagem, 9,5%
CA e 33,3% AA. O p-value encontrado foi de 0,38, mostrando que n&do houve
significancia estatistica. Um poder estatistico de 80% (com 5% de confianca) foi

observado comparando genotipos de pacientes casos com controles.
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Tabela 5. Andlise dos polimorfismos do gene FOXP3 com pacientes ST(Controles) e portadoras de

doencas inflamatérias (Casos).

Polimorfismos  Controles N (%) Casos N (%) Odds ratio (95% CI) p-value

(76) (21)
rs3761548
Alelos
C 112 (0,74) 26 (0,62)
A 40 (0,26) 16 (0,38) 1,71 (0,77-3,72) 0,17
Genotipos
cC 54 (71) 12 (57,1)
CA 4 (5,3) 2 (9,5) 2,21 (0,18-17,68) 0,33
AA 18 (23,7) 7 (33,3) 0,38 (0,49-5,71) 0,38
rs3761549
Alelos
C 137 (0,9) 40 (0,95)
T 15 (0,1) 2 (0,05) 0,12 (0,01-0,59) 0,002
Genotipos
CC 67 (88,2) 20 (95,2)
CT 34 0 (0) 0,00 (0,00-8,62) 1,0
1T 6 (7,9) 1(4,8) 0.56 (0,01-5,06) 1,0

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)

Na andlise do SNP (rs3761549) foi observado no grupo controle (ST sem
doencas inflamatérias) que 88,2% possuiam o genétipo CC (selvagem), 4% CT
(heterozigoto para o polimorfismo) e 7,9% TT (variante). Enquanto que no grupo de
casos 95,2% possuiam o gendtipo selvagem e 4,8% TT. O p value encontrado foi
1,0 ndo mostrando significancia estatistica quanto a presenca do polimorfismo para
o desenvolvimento das DAIs nestas pacientes. Contudo, um p value de 0,002 foi
observado na frequéncia do alelo T, sugerindo um fator protetor para essas
pacientes. Foi encontrado um poder estatistico de 55% (com 5% de confianca)

comparando genotipos de pacientes casos com controles.



43

5.3 ANALISE DE EXPRESSAO DO GENE FOXP3

Para avaliar os niveis de mMRNA de FOXP3 em pacientes com ST em
comparacdo com o0 grupo controle, foi realizado um teste de expressao génica
relativa. Foi observada uma diferenca estatisticamente significante na expressao do
gene FOXP3 nas pacientes em relacdo aos individuos saudaveis (p = 1,533e-6)
como observado na figura 11, indicando que o gene FOXP3 apresenta-se 9,21

vezes mais expresso em individuos ST quando comparados ao grupo controle.

EXPRESSAO DO GENE FOXP3

E Turner = Controles

FOXP3

Figura 11. Niveis de mRNA de FOXP3 em pacientes ST e controles saudaveis. Uma maior
expressdo do gene FOXP3 foi observada em pacientes com ST em comparagdo com o

grupo controle (n = 15; p <0,001).

A tabela 6 mostra a caracterizacdo do grupo de 17 pacientes portadoras de
ST que foram selecionadas para a andlise de expressdo génica do FOXP3,
composto por diferentes cariétipos (sem estratificacdo), independente da presenca

ou ndo de doencgas autoimunes/inflamatérias, e em 15 individuos do grupo controle.
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PACIENTES ST CARIOTIPOS DOENCAS AUTOIMUNES / INFLAMATORIAS
1 45,X[25] AUSENTE
2 45,X [25] PRESENTE
(DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS)
45,X [25] AUSENTE
45,X[25] PRESENTE
(DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS)
45,X[20] AUSENTE
45,X[31]/46,X,i(X)[4] AUSENTE
7 45, X[14]/46,X,i(X)[11] PRESENTE
(DAIs da TIREOIDE E INFLAMATORIAS CRONICAS
8 45,X[10)/46,X,i(Xq)[12] PRESENTE
(DAIs da TIREOIDE)
9 45,X[5]/46,X,i(Xq)[20] AUSENTE
10 45,X[11]/46,X,i(Xq)[9] PRESENTE
(DAIs da TIREOIDE)
11 45,X[25]/46,X,i(Xq)[5] AUSENTE
12 45,X[9)/46,X,1(X)[16] AUSENTE
13 46,X,i(Xq)[31] AUSENTE
14 46,X,i(Xq) [25] AUSENTE
15 45,X[20]/ 46,X,+mar[10] PRESENTE
(DAIs da TIREOIDE)
16 46,X,del(Xq)[46]/45,X[4] AUSENTE
17 46,X,del(Xq)[27]/45,X[3] PRESENTE

(DAIs da TIREOIDE E INFLAMATORIAS CRONICAS

Tabela 6. Caracterizacdo cariotipica e clinica das pacientes portadoras de ST incluidas nos ensaios

de expresséao génica.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, as prepara¢des cromossémicas em linfécitos de sangue
periférico permitiram confirmar o cariétipo compativel com a ST em 97 pacientes
com média de idade de 11,48 anos (0.1-33 anos). O caridtipo mais frequente foi o
45X, perfazendo 51,4% das pacientes, seguidos de 40,2% portadores de
mosaicismo, sendo o cariotipo 46,X,i(Xq)/45,X o mais prevalente (41%). Os
resultados se assemelham aos obtidos por Jung et al. (2010), onde o i(Xq) foi
observado em 57,1% dos casos de mosaicismo confirmados.

Além dos fendtipos comuns a ST, como amenorreia primaria e baixa estatura,
as pacientes que possuem i(Xq) tém um risco aumentado de desenvolver distarbios
autoimunes como a tireoidite de Hashimoto e excesso de autoimunidade tireoidiana
(Elsheikh, 2001; Rosa et al., 2008). No nosso estudo, 58,82% das pacientes
apresentaram DAIs (tireoidite de Hashimoto, hipotireoidismo e alopecia) e
mosaicismo com a presenca do i(Xq), como também uma paciente portadora de DA
e mosaicismo com a linhagem 46,X,del(Xp).

O cromossomo i(Xq) além de originar um cariotipo com trissomia Xg tambem
leva a um cariétipo com monossomia para Xp (Khandekar et al., 2013). Individuos
com cariotipo 46,X,del(Xp) geralmente apresentam o fenotipo ST caracteristico
devido a haploinsuficiéncia de genes pseudoautossdémicos localizados na regido Xp
terminal (Bondy e Cheng, 2009), enquanto que a monossomia do brago longo
(del(Xq)) estd mais relacionada a disgenesia gonadal e menos estigmas fisicos
(Bonis, 2011). No nosso estudo, a paciente portadora do cariétipo 46,X,del(Xp)/45,X
apresentou o fendtipo caracteristico da ST que inclui a baixa estatura, redundéancia
de pele no pescoco, cubito valgo, amenorreia primaria, além de DAI da tireoide.

O mecanismo pelo qual i(Xgq) aumenta o risco de doencas autoimunes,
especialmente tireoidite de Hashimoto (HT), é desconhecido. A associacdo do
cromossomo i(Xqg) e a maior prevaléncia de DM de tipo 2 foi descrito por Bakalov,
(2009), sendo explicado pelo aumento dos transcritos de genes proé-inflamatérios.
Um mecanismo semelhante pode ser responsavel pelo maior risco de
hipotireoidismo de Hashimoto em mulheres com ST e i(Xq). Podemos hipotetizar que
a monossomia Xp, nos cariotipos 45,X ou 46,X,i(Xq) ou 46,X,del(Xp), podera
predispor a autoimunidade tireoidiana (tireoidite linfocitica), possivelmente através

de haploinsuficiéncia do gene FOXP3. Como também, poderda aumentar as
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respostas pro-inflamatoérias e apoptéticas, levando a uma maior prevaléncia de
faléncia do 6rgédo alvo clinicamente evidente, isto €, hipotireoidismo.

Polimorfismos do gene FOXP3 estédo associados a autoimunidade da tireoide
em homens e mulheres caucasianos, sugerindo que a haploinsuficiéncia deste gene
poderia explicar o aumento do risco de autoimunidade tireoidiana na populagéo (Ban
et al., 2007). Contudo, ndo ha relatos sobre a associacdo de polimorfismos deste
gene com as condicdes clinicas na ST.

O gene FOXP3 € uma molécula central na funcdo das células Tregs, na
manutencdo e regulacdo da tolerancia imune. Portanto, esse fator de transcri¢cdo é
muito importante para desempenhar um papel crucial na geragdo do fenétipo Treg.
Nas doencas autoimunes e cancer, FOXP3 pode desempenhar um papel na
imunopatologia, devido a ativacao potente de células T supressoras e funcéo efetora
(Watanabe et al., 2010).

Em nosso estudo utilizamos 97 pacientes portadoras de ST, dentre estas,
apenas cerca de 30% possuiam doencas autoimunes/inflamatérias, néo
corroborando com a alta prevaléncia encontrada em estudos anteriores (Su et al.,
2009; Young et al., 2015).

O polimorfismo rs3761548 (C>A) tem sido estudado e algumas associagdes
com doengas foram descritas. Um risco aumentado de psoriase, associado ao
genotipo AC e também aos gendtipos AC + AA combinados em comparagdo com o
gendtipo CC selvagem (Gao et al.,, 2010), bem como ao aborto esponténeo
recorrente inexplicavel (URSA) (Wu et al., 2012) e a rinite alérgica (AR) em forma
heterozigética (Zhang et al., 2009) foram observados para a populacdo chinesa.
Além disso, foi encontrada associacdo deste SNP com o risco no desenvolvimento e
intratabilidade da doenca de Graves (GD) (Inoue et al., 2010), e com niveis mais
baixos de dsDNA em pacientes com lUpus eritematoso sistémico feminino (Lin et al.,
2011).

Quanto ao polimorfismo rs3761549 (C>T) no gene FOXP3 foi encontrada
associacdo com a gravidade da tireoidite de Hashimoto (Inoue et al.,, 2010). Este
SNP também apresentou associacdo significativa com a endometriose,
independentemente do estagio da doenca (Andre et al., 2011), no entanto, n&o foi
associado a susceptibilidade a doenca de Graves ou a doenca de Addison (Owen et
al., 2006).
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Apés a andlise dos polimorfismos do gene FOXP3, ndo encontramos
associacdo estatistica com as condicfes clinicas estudadas em nossas pacientes,
tendo em vista que o tamanho da amostra pode nao ter sido suficiente para o
estudo, como também o fato de, até o momento, estas pacientes nao terem
desenvolvido algum tipo de doenca autoimune, visto que esta pode surgir em
qualquer fase da vida.

Com relacao a expressao do gene FOXP3, ha poucos relatos se a frequéncia
ou funcdo supressora de células Tregs encontram-se alterada em pacientes
portadoras de ST (Su et., 2009; Young et al., 2015).

Jorgensen et al. (2010) encontraram um risco aumentado de doencas
autoimunes em um grupo de 798 mulheres com ST independente do cari6tipo que
originaram a sindrome. Uma alta prevaléncia (40%) de doencas autoimunes em
pacientes com ST, as quais possuiam doencas da tireoide e outras doencas
autoimunes, incluindo psoriase, puarpura trombocitopénica idiopatica e doenca de
Crohn foi relatada por Su et al. (2009). Contudo, 0os autores observaram que a
frequéncia e a funcdo supressiva de células Tregs em pacientes com ST ndo
parecem ser alteradas, apesar de uma maior predisposi¢cao a autoimunidade.

Em nosso estudo avaliamos o perfil de expressdo quantitativa do gene
FOXP3 em 17 pacientes portadoras de ST, considerando a heterogeneidade
cariotipica desses individuos, quando comparado a um grupo controle (n=15). Uma
expressao de 9,21 vezes maior no grupo de pacientes ST em relacdo ao grupo
controle (p = 1,533e-6) foi observada, independente da presenca de doencas
autoimunes/inflamatorias. O resultado da analise foi considerado significativamente
estatistico e a hipétese de haploinsuficiéncia do gene FOXP3 nessas pacientes pode
ser descartada no presente estudo.

Uma frequéncia de Treg FOXP3 + entre células T CD4 + significativamente
maior nos pacientes com ST do que no grupo controle, independentemente da
presenca de autoimunidade tireoidiana, foi encontrada por Young et al. (2015). Os
autores sugeriram que o aumento de Treg FOXP3 + entre células T CD4 + em
pacientes com ST é uma resposta compensatéria para reprimir as respostas de
células T CD4 + efetoras produtoras de citocinas ativadas e inflamatérias, o que
pode ser explicado em nossos resultados de expressao génica.

Embora o FOXP3 (fator de transcricdo) tenha sido considerado como um

potente regulador de células Tregs, no qual controla a expressao de multiplos genes
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que medeiam sua atividade regulatoria (Ramsdell, 2003; Rudensky, 2005), este fato
tem aumentado a possibilidade de que outros eventos transcricionais possam estar
operando a montante e / ou simultaneamente com FOXP3 no controle do
desenvolvimento e funcéo de células Treg (Hill, 2007).

Nossos resultados mostraram uma maior expressdo do gene FOXP3 em
pacientes ST, embora n&do tenham sido analisados isoladamente como outros
marcadores de células Treg e os demais fatores de transcricdo estdo modulando a
expressao deste gene. Com isso, ndo podemos inferir que o gene FOXP3 seja um
fator de susceptibilidade as doengas autoimunes/inflamatoérias na ST, mas podemos
sugerir que este gene possa estar atuando de forma diferente no contexto

imunologico nessas pacientes.
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7 CONCLUSOES

1. A cariotipagem permitiu a confirmagéo diagnostica de ST, com o cariotipo
45,X mais prevalente, seguido de mosaicismo com a linhagem i(Xq);

2. Nao foi possivel associar os polimorfismos do gene FOXP3 rs3761548 (C>A)
e rs3761549 (C>T) com a susceptibilidade em desenvolver doencas
autoimunes/inflamatdrias nas pacientes portadoras de ST,;

3. A expressao do gene FOXP3 encontra-se alterada em pacientes portadoras
de ST, sugerindo que este gene possa estar envolvido na imunopatologia

dessas pacientes.
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ANEXO A - Parecer Substanciado do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos CCS-UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
p 4| CEP PERNAMBUCO CENTRO DE w mp
B "= CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCE DD FROJETD DE FEEQUIZA
Thulo da Pecquica: AMALIZE DE FOLIMORFISMOS E EXFREZ2A0 DO GEME FOXFE (FORKHEAD

B0X P31 E BUA F!EL."U;-‘.D COM DOENGAE AUTCIMUNES NA EINDROME DE
Pecguicador: Raysa Samanty Moraes Laranjeira
#rea Teenitioa:
Verclo: 2
CAAE: T1353717.8.0000.520=

Inctitulpdo Proponamis: CENTRO DE CIENCIAZ DA SALDE

Patraoinador Prirslpal: Financamenks Pripric
FUNDACAD DE AMFARD A CIENCIA E TECNOLDGIA - FACEPE

DAaDCE DD FARECER
Homare do Parsser: 2330307

Aprecentagdo do Projabo;
Trata-se de um projeio de mesirado da estudame RAYZA SAMANTA MORAEZ LARANJEIRA sob a
orienagio da Frofessora NEIDE SANTCSE, vinculado ao Programa de Fés-Graduagdo em Gendtica da
Unlversidade Federal de Permambuco. O projeto serd dessnvalvido o Laborabiric de Gendtica e
Ciogenstics Animal & Humana do Deparamenio de Gendfica, Instihuio de Medicing Inkzgral Prod. FeEmando
Figueima {IMIP), Sxrvico de Endoorinologls Pedidtica do Hospial das Cliesicas da UFPE (HC-UFPE) & no
Laborabirio de Imusopatolsgla Kexo Azami (LIKA). A proposts comsistke bEsicamenis na andlse da
Fipatese: polmorfismos que aleram a funglo cu 2 expressio do gene FOXFZ podem ser um Imporiante
talor genético die predisposiclo ao nsoo de dosngas autcimunes ma sindrome de Tumer. Fara esie im
realzar-se-4 um estudo do Spo tansversal de cardier analfico, com o ohjefvo de promaover a caradenzacio
chiogendtica & molecuiar &m pacientes com indicagio ciinkca da sindmome de Tumer (T) akendidas no
Berdpo de Genttica Médica do Instiuto de Medicna Integral Prof. Femando Figueira (IMIP) = ro Berddo de
Erdocriraisgla Pedldtrica do HospEal das Clinicas da UFPE [HC-UFPE)L S=rks wtlirados dados de
prontudrios médioos £ ambém a coleta de duas amosiras de 10 mi de sangue de 100 pacienies pam
obienplo de DMA & ANA de o&ias Infocitanas e realzacio de festes genéticos. As andilises estatisioas
para estimar as frequincas altlicas & disribulgio dos fentbipos serdo reallzadas através de pacobes
esiafisticos [equiibrio de Hardy-Wenbeng, fzoie exaio de Fisher, )2, considerando p<0,05), usando o
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolug&o 466/12)

Solicitamos a sua autorizacdo para convidar o (a) seu/sua filho (a) para participar, como
voluntario (a), da pesquisa “Analise de polimorfismos e expressdo do gene FOXP3 (Forkhead
Box P3) e sua relacdo com doencas autoimunes na sindrome de Turner”. Esta pesquisa é da
responsabilidade do (a) pesquisador (a) Raysa Samanta Moraes Laranjeira, que encontra-se no
endereco: Rua Padre Champagnat, nimero 139, Varzea, Recife, Pernambuco. CEP: 50740-320.
Telefone: (81) 99683-3326, e-mail: raysa.laranjeira@hotmail.com. Também participam desta pesquisa
as pesquisadoras: Luana Oliveira dos Santos, Jaqueline Azevedo, Barbara Gomes, Jacqueline Aradjo
e esthA sob a orientacdo de: Neide Santos Telefone: (81) 9145-5405, e-mail:
santos_neide@yahoo.com.br.

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

Caso ndo concorde ndo havera penalizagdo nem para o (a) Sr.(a) nem para o/a voluntario/a
que esta sob sua responsabilidade, bem como sera possivel ao/a Sr. (a) retirar o consentimento a

qualquer momento, também sem qualquer penalidade.
INFORMA(}OES SOBRE A PESQUISA:

1. Essa pesquisa tem como objetivos: definir o cariétipo (analise Citogenética para verificar se
h& algum tipo de alteracdo) de cada voluntario participante; Verificar se existe associagao
entre os polimorfismos do gene FOXP3 com o risco de doencas autoimunes na sindrome de
Turner e avaliar o perfil de expressdo do gene FOXP3. Para a coleta de dados da pesquisa
sera realizada a coleta de sangue para realizacdo de exame cromossémico (nos
cromossomos estdo contidos a informacdo genética) com bandeamento G (técnica de
identificacdo individual dos cromossomos) e analise molecular para pesquisa de
polimorfismos no gene (variacbes no gene, que podem ou ndo interferir na expressao
fenotipica). Os dados clinicos de cada paciente serdo obtidos a partir dos prontuarios, os

guais serdo previamente solicitados no Servi¢o de Arquivo Médico e Estatistica - SAME.

> Em relacdo ao periodo de participacdo de cada voluntario na pesquisa, sera necessario o
comparecimento ao hospital para que haja a coleta do sangue, onde serdo colhidos cerca de
10 ml de sangue (na veia do braco). Caso ndo sejam obtidos bons resultados, o voluntario

poderéa ser chamado para uma recoleta de sangue.
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> O risco direto para o voluntario ao participar desta pesquisa é desenvolver hematoma
(mancha roxa) no local da retirada de sangue, 0 que pode causar um certo grau de
desconforto. Como formas de amenizar este risco, podemos citar; ndo massagear o local
onde a agulha perfurou; logo ap6s a coleta do sangue periférico, uma compressao deve ser
feita no local perfurado, pressionando por trés minutos e o braco ndo deve ser flexionado.
Caso haja o surgimento do hematoma, o mesmo deve desaparecer dentro de poucos dias. O

uso de cremes, receitados por um médico, facilitam o desaparecimento dessa mancha.

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

neste estudo.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicagBes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a nédo ser entre o0s
responséveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados
nesta pesquisa (dados clinicos obtidos dos prontuarios de cada paciente e sangue periférico coletado
de cada paciente) ficardo armazenados em (pastas de arquivo, computador pessoal e geladeira), sob
a responsabilidade da orientadora Dra. Neide Santos, no 1° andar do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS/UFPE), Departamento de Genética, endereco: avenida Professor Moraes Rego, S/N - Cidade
Universitaria, Recife- PE, pelo periodo minimo de 5 anos.

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

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

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

Eu, , CPF , abaixo assinado,

responsavel por , autorizo a sua participacdo no estudo

"Andlise de polimorfismos e expressdo do gene FOXP3 (Forkhead Box P3) e sua relagcdo com
doencgas autoimunes na sindrome de Turner’, como voluntario(a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacdo dele (a). Foi-me garantido que
posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
interrupcdo de seu acompanhamento/ assisténcia/tratamento) para mim ou para o (a) menor em

questao.

Local e data

Assinatura do (da) responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar. 02 testemunhas (néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;
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ANEXO C - TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: Analise de polimorfismos e expressdo do gene FOXP3 (Forkhead Box

P3) e sua relagcdo com doencas autoimunes na sindrome de Turner
Pesquisador responsavel: Raysa Samanta Moraes Laranjeira

Instituicdo/Departamento de origem do pesquisador: Universidade Federal de
Pernambuco, departamento de Genética

Telefone para contato: (81) 9.9683-3326

E-mail: raysa.laranjeira@hotmail.com

O(s) pesquisador(es) do projeto acima identificado(s) assume(m) o compromisso de:

° Preservar o sigilo e a privacidade dos voluntarios cujos dados dos materiais
biolégicos serdo estudados;

° Assegurar que os materiais biol6gicos serdo utilizados, Unica e exclusivamente,
para a execugao do projeto em questao;

° Assegurar que os resultados da pesquisa somente serdo divulgados de forma
anbnima, ndo sendo usadas iniciais ou quaisquer outras indica¢cdes que possam
identificar o voluntario da pesquisa.

O(s) pesquisador (es) declara(m) que os dados coletados nesta pesquisa ficardo
armazenados em arquivos de computador sob a responsabilidade da orientadora Prof2. Dr2,
Neide Santos, no 1° andar do Centro de Ciéncias da Saude (CCS/UFPE), Departamento de
Genética, endereco: avenida Professor Moraes Rego, S/N - Cidade Universitaria, Recife-
PE, pelo periodo minimo de 5 anos.

O(s) Pesquisador(es) declara(m), ainda, que a pesquisa sO sera iniciada apés a
avaliacdo e aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal de Pernambuco — CEP/CCS/UFPE.

Recife, ............ e i, de 20..... .

Assinatura Pesquisador Responsavel



