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Resumo

A sindrome de Turner (ST) é uma das cromossomopatias mais frequentes em
humanos, acometendo cerca de 1:2500 nascimentos do sexo feminino. Essas
pacientes apresentam um risco duas vezes mais elevado de desenvolver doencas
autoimunes e desordens inflamatdrias comparadas as mulheres em geral. Varios
genes que estdo envolvidos com o contexto imune e inflamatério vém sendo
avaliados e relatados quanto ao risco as desordens inflamatérias e imunes na ST.
Contudo, ndo ha relatos sobre a possivel associacdo de alteracdes no perfil de
ativacao do inflamassoma nesta sindrome. O objetivo deste trabalho foi investigar a
possivel associacdo entre polimorfismos e expressao nos genes do inflamassoma
com o contexto inflamatério na ST. Além disso, avaliamos a influéncia do 17p3-
estradiol (E2) in vitro no perfil de expressédo do inflamassoma em pacientes ST e
controles. O estudo de associacéo incluindo 92 pacientes ST (caso) e 146 controles
saudaveis (HC), para polimorfismos nos genes IL-18 e NLRP3, foi realizado usando
ensaios de genotipagem TagMan. A expressao génica de IL-718, NLRP3 e NLRP1,
avaliada em 17 pacientes ST e 17 controles, foi realizada usando sondas
fluorogénicas baseadas em gPCR. Posteriormente foi avaliada a expressao dos
genes IL-18 e NLRP3 em cultivo de PBMCs com e sem tratamento de E2 e estimulo
com LPS em oito pacientes ST e oito controles. Diferencas na distribuicdo alélica e
genotipica foram observadas em IL-78 rs16944 e NLRP3 rs4925659 em ST e HC. A
expressdo génica de IL-18 e NLRP3 foi regulada negativamente (FC=-6.78, p=
1.032e-10 e FC=-15.73, p= 9.075e-10, respectivamente) e NLRP1 foi regulado
positivamente (FC=21.5, p=5.925e-08) em ST comparado com HC. Em
contrapartida, NLRP3 foi regulado positivamente (FC=9.87, p=0.002) e IL-18 foi
regulado negativamente (FC=-1.59, p=0.711) em PBMCs de pacientes ST
comparado ao controle. Nossos resultados indicam uma distribuicdo diferencial dos
polimorfismos IL-18 e NLRP3 em pacientes com ST. Além disso, alteracbes na
expressdo dos genes IL-18, NLRP3 e NLRP1 podem conferir desequilibrio
inflamatorio nessas pacientes e o E2 parece suprimir a expressao de NLRP3 e IL-18
na ST.

Palavras-chave: IL-1B3; NLRP3; NLRP1; estradiol.



Abstract

Turner syndrome (TS) is one of the most frequent chromopathies in humans,
occurring in approximately 1:2500 female births. These patients have twice the risk of
developing autoimmune diseases and inflammatory disorders compared to women in
general. Several genes that are involved with the immune and inflammatory context
are being considered and reported regarding the risk of inflammatory and immune
disorders in TS. However, there are no reports on the possible association of
alterations in the inflammasome activation profile in this syndrome. The objective of
this work was to investigate the possible association between polymorphisms and
expression in inflammasome genes with the inflammatory context in TS.
Furthermore, we evaluated the influence of 17B-estradiol (E2) in vitro on the
inflammasome expression profile in TS patients and controls. The association study
including 92 TS patients (case) and 146 healthy controls (HC) for polymorphisms in
IL-18 and NLRP3 genes, was performed using TagMan genotyping assays. Gene
expression of IL-78, NLRP3 and NLRP1, assessed in 17 TS patients and 17 controls,
was performed using gPCR-based fluorogenic probes. Subsequently, the expression
of IL-18 and NLRP3 genes was evaluated in PBMCs culture with and without E2
treatment and stimulus with LPS in eight TS patients and eight controls. Differences
in allelic and genotypic distribution were observed in IL-18 rs16944 and NLRP3
rs4925659 in TS and HC. Gene expression of IL-18 and NLRP3 was down-regulated
(FC=-6.78, p= 1.032e-10 and FC=-15.73, p= 9.075e-10, respectively) and NLRP1
was up-regulated (FC=21.5, p=5.925e-08) in TS compared to HC. In contrast,
NLRP3 was up-regulated (FC=9.87, p=0.002) and IL-18 was down-regulated (FC=-
1.59, p=0.711) in PBMCs from TS patients compared to controls. Our results indicate
a differential distribution of IL-18 and NLRP3 polymorphisms in patients with TS.
Furthermore, alterations in the expression of IL-18, NLRP3 and NLRP1 genes can
confer inflammatory imbalance in these patients and E2 appears to suppress NLRP3

and IL-18 expression in TS.

Keywords: estradiol; IL-13; NLRP1; NLRP3.
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1 Introducéo

A sindrome de Turner (ST) consiste em uma das cromossomopatias mais
frequentes em humanos, acometendo cerca de 1:2500 nascimentos do sexo
feminino. A ST é caracterizada pela auséncia, parcial ou total, de um segundo
cromossomo sexual, podendo ser definida -citogeneticamente por Vvarias
alteracbes envolvendo o cromossomo X e clinicamente por diversos fendétipos
caracteristicos.

Clinicamente, pacientes com ST apresentam comumente a baixa estatura,
pescoco curto e alado e distarbios gonadais, que cursam com amenorreia
primaria, atraso da puberdade e infertilidade. Além do fenotipo marcante, também
foram relatados nestas pacientes um aumento dos niveis de autoanticorpos, bem
como um risco aumentado de desenvolver algumas desordens inflamatérias e
imunes, como tireoidite de Hashimoto, hipotireoidismo, diabetes mellitus, doenca
celiaca, doenca de Crohn, artrite reumatoide juvenil, doenca de Addison,
psoriase, vitiligo e alopecia.

Varios mecanismos sdo usados para regular e manter a homeostase
imune, prevenir a autoimunidade e a inflamacdo moderada induzida por agentes
patogénicos e fatores ambientais. Genes como o CTLA4, PTPN22, FOXP3 e
VDR, que estdo envolvidos com o contexto imune e inflamatorio, vém sendo
avaliados e relatados quanto ao risco as desordens inflamatorias e imunes na ST.
Contudo, ndo ha relatos sobre a possivel associacdo de alteracbes no perfil de
ativacao do inflamassoma nesta sindrome.

O inflamassoma consiste em um dos mais importantes complexos
proteicos multiméricos de sinalizacéo, que desencadeiam a ativacdo de caspases
inflamatdrias para a maturagcdo e processamento de importantes citocinas pro-

inflamatorias, como a IL-1p e 1L-18. Entre os varios complexos de inflamassoma,
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o NLRP3 é mais bem caracterizado e fundamental para a defesa imunologica e
resposta inflamatoria.

Polimorfismos e a expressdo alterada em genes dos componentes do
inflamassoma, mais especificamente o NLRP3 e NLRP1, foram relatados em
algumas desordens inflamatérias incluindo diabetes mellitus, doenca celiaca,
doenca de Crohn, obesidade, entre outras. A maioria dessas alteracdes cursa
com niveis aumentados de IL-1B, contribuindo para uma inflamacao sistémica.
Polimorfismos no gene IL-78 podem contribuir para diferencas na sua expressao,
levando a suscetibilidade a doencas inflamatorias.

Dada a relevancia do inflamassoma em diversas desordens inflamatorias e
imunes, polimorfismos nos genes IL-78 e NLRP3, bem como altera¢cdes no perfil
de expressdo dos genes IL-18, NLRP3 e NLRP1 podem ser importantes
contribuintes para um desequilibrio imune e inflamatorio em pacientes portadoras
da ST. Além disso, o 17B-estradiol pode atuar modulando a ativacdo do

inflamassoma nestas pacientes.
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2 Revisdo da Literatura

2.1 Sindrome de Turner

A sindrome de Turner (ST) € uma das cromossomopatias humanas mais
comuns, causada por alteracdes numéricas ou estruturais do cromossomo X,
acometendo cerca de 1 em 2500 nascimentos femininos vivos (AVERSA et al.,
2015; GRAVHOLT et al., 2017).

Para o diagnéstico da ST é necesséario o exame de cariotipagem, mais
comumente realizado atraveés da cultura de linfocitos de sangue periférico. Para
isso, é requerido um padrao minimo de 20 células analisadas, sem mosaicismo,
ou uma analise de até 100 se os cariétipos com mosaicismo estiverem presentes
nas primeiras 20 células. Em individuos com caridtipo 46,XX em células do
sangue periférico, mas com alto nivel de suspeita de ST com base no fenétipo, é
recomendado o estudo citogenético de um segundo tecido, por exemplo, a biopsia
da pele para cultura de células ou esfregaco bucal para aplicar a técnica de
Hibridacéo in situ Fluorescente (FISH) (JUNG et al., 2010; WOLFF et al., 2010).

Durante o periodo pré-natal € possivel detectar alteracbes nos
cromossomos sexuais através da amostragem da vilosidade coribnica ou
amniocentese. Contudo, fetos com cariétipo 45,X normalmente apresentam
anormalidades ultrassonograficas, incluindo higroma cistico (acumulo de liquido
linfatico anormal), hidropsia (acumulo de fluido intersticial anormal), aumento da
translucéncia nucal, anormalidades renais, coarctacdo da aorta e sindrome de
hipoplasia do coracdo esquerdo, que podem gerar a suspeita clinica de ST,
entretanto, a confirmacdo pés-natal do caridtipo é obrigatoria (PAPP et al., 2006;

BONDY, 2006; GERSEN et al., 2013; GRAVHOLT et al.,2017). Niveis alterados
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das dosagens de gonadotrofina corionica humana 3 (hCG), estriol ndo conjugado
e a-fetoproteina também podem sugerir o diagndstico de ST durante a triagem do
soro materno (ALVAREZ-NAVA et al., 2015).

Pacientes portadoras de ST podem apresentar diferentes cariotipos
(Figura 1), todos relacionados a perda total ou parcial de material do cromossomo
X, levando ao desenvolvimento clinico da sindrome. Os cari6tipos incluem a
perda completa do cromossomo X (45,X), que ocorre em cerca de 40 - 50% dos
casos, mosaicismo com linhagens 45,X/46,XX em 15 a 25%, além da presenca de
um isocromossomo do braco curto ou longo [i(Xp) ou (Xq)] em 10%,
cromossomos em anel [r(X)] em 10 - 12%, entre outros cariétipos complexos que

podem ocorrer em mosaicismo (Tabela 1) (GRAVHOLT et al., 2017).

Figura 1. Cariétipos encontrados na ST. a) Caridtipo mais comum na ST - 45X; h)
Isocromossomo - i(Xq); ¢) Cromossomo em anel - r(X); d) Dele¢cdo no braco curto do

cromossomo X — del(Xq).
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Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH, UFPE.
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Tabela 1. Tipo e frequéncia das alteragdes cromossdmicas na sindrome de Turner.

Cariotipo Y% Descrigdo
45 X 40 - 50 Monossomia X
45 Xi46 XX 15-25 Maosaicismo 45,X com linhagem normal 46,XX
45 24T XOOK, 45 X746 XOX4T XXX 3 Mosaicismo com triplo X
45 X/46 XY 10-12 Mosaicismo com presenca do Y
46 X, del(X)(p22.3); 46,X,r(X)/46,XX Delegio no X(p22.3); Cromossomo X em anel
46 X,i(Xq); 46,X.idic(Xp) 10 Isocromossomo Xg; isodicéntrico Xp
Translocagdo do X com autossomao, Raro Varios

desbalanceada

Fonte: Adaptado de GRAVHOLT et al. (2017).

Embora 1,5% de todas as concepc¢des femininas na espécie humana
tenham a constituigdo cromossGmica 45,X, aproximadamente 99% destas s&o
espontaneamente abortadas, levantando-se a hipétese de que para ser viavel, o
concepto 45,X deve possuir outra linhagem celular, ao menos em alguns 6rgaos
ou periodos embriogénicos criticos. Sendo assim, a monossomia do cromossomo
X em embrides viaveis é causada primariamente pela ndo disjuncdo mitética
(HOOK e WARBURTON, 2014). Dessa forma, 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, especialmente se perderem material do cromossomo X
paterno (ROVET, 2004; BISPO et al., 2013).

A maioria dos genes que escapam da inativacdo do cromossomo X séo
genes pseudoautossémicos localizados em Xp, 0s quais possuem genes
homélogos no cromossomo Y. Com isso, a maioria das anormalidades
observadas em ST é ocasionada pela falta de eficiéncia de genes que
normalmente sao expressos por ambos os cromossomos X (CARREL e

WILLARD, 2005).
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Os estigmas mais comuns na ST incluem atraso de crescimento com

baixa estatura (BE), insuficiéncia ovariana e infertilidade (SAENGER et al., 2001,
COLLETT-SOLBERG et al., 2011). Na infancia e adolescéncia, a BE é um sinal
clinico que leva a suspeita diagnostica da ST. A BE foi primeiramente relacionada
ao gene SHOX (Short stature Homeobox gene) por Rao et al. (1997). O gene
SHOX esta localizado na regido pseudoautossémica 1 (PAR1) dos cromossomos
sexuais (Xp22 e Ypll.3) (Figura 2) e a perda de uma das copias deste gene é
responsavel por dois tercos da baixa estatura observada nas pacientes com ST

(BINDER et al., 2004).

Figura 2. Localizacdo das regifes pseudoautossémicas (PAR) e do gene SHOX nos

Cromossomos sexuais.
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xpzz.s e Ypﬁ 3

<—PAR1—»

4.

Regqido especiﬁca

do cromossomo X Regiao especifica

oentrbm ero do cromossomo Y
Regido de
heterocromatina

N

Fonte: JORGE et al. (2008).

Contudo, pacientes ST que apresentam uma copia a mais do gene SHOX
sdo portadoras de alta estatura, uma condicdo clinica pouco frequente nos

individuos com esta sindrome (DEL REY et al., 2010; SEO et al., 2015).
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A insuficiéncia ovariana prematura (POIl), que envolve a amenorreia
priméria e o infantilismo sexual, pode ser secundaria a dele¢des do cromossomo
X envolvendo as regides Xq13-26 (WIEACKER, 2009). A deleg&o na regiao Xp11l
também resulta em insuficiéncia ovariana com a fungcdo menstrual, porém mesmo
naquelas mulheres com menstruacdo normal, a fertilidade é muito rara
(VUNDINTI et al., 2004). O diagnéstico de ST, em até 10% das mulheres, pode
ser atrasado até a idade adulta, principalmente naquelas que entram
espontaneamente na puberdade e, subsequentemente, exibem amenorreia
secundaria, infertilidade e abortos recorrentes (ELSHEIKH et al., 2002; SYBERTE
MCCAULEY, 2004; JUNG et al., 2010; GRAVHOLT et al., 2017).

No geral, o fendtipo na ST pode incluir sinais dismorficos como pescocgo
curto e/ou alado, térax largo e em escudo, cubitus valgus, baixa implantacdo dos
cabelos, orelhas proeminentes e edemas de maos e pés (Figura 3) (ARAUJO et
al.,, 2010; COLLETT-SOLBERG et al., 2011; BISPO et al., 2013). Em alguns
casos podem envolver malformacfes congénitas, especialmente no coracao
(mais comumente disseccao da aorta e doenca arterial coronariana) e rins. Além
de aterosclerose, osteoporose, doencas da tireoide, obesidade, disturbios
endécrinos e metabdlicos, os quais sado contribuintes reconhecidos para
morbidade, mortalidade e diminuicdo da expectativa de vida (SCHOEMAKER et
al., 2008; MORTENSEN et al., 2009; DAVENPORT, 2010).

Um aumento na incidéncia de perda auditiva, autoimunidade e cardiopatia
congénita em pacientes ST portadoras do i(X)(q10) foi relatado (BARRENAS et
al.,, 2000; PRAKASH et al.,, 2016). Em relacdo a presenca do r(X) pode ser
especificamente associado a dificuldades de aprendizagem e distlrbios

comportamentais, em alguns casos. Além disso, foi observada uma incidéncia
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aumentada de sindrome metabodlica (KUNTSI et al., 2000; LEPPIG et al., 2004;

CAMERON-PIMBLETT et al., 2017).

Figura 3. Principais fenétipos da ST. a) Pescoco curto e alado, orelhas proeminentes, auséncia de
mamas e hipertelorismo mamario; b) Baixa implantacdo dos cabelos na nuca,

pectus excavatum; c¢) Orelhas antevertidas e pele redundante na regido da nuca; d)

Edemas de maos.

Fonte: SYBERT & MCCAULEY (2004); FELDHAUS (2016).

Além disso, 10 a 12% das pacientes ST podem apresentar quantidades
diferentes do material do cromossomo Y, detectados por métodos moleculares
mais sensiveis como a FISH ou Rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), destas

cerca de 3% apresentam caribtipo 45,X/46,XY. Mulheres com ST e um cariétipo


https://www.google.com/search?bih=657&biw=1366&hl=pt-BR&q=pectus+excavatum&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwijldLsrcvrAhXhJLkGHRt8BM0QkeECKAB6BAgTECo
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com mosaicismo 45,X/46,XY parecem menos propensas a desenvolver distarbios
autoimunes, como hipotireoidismo (CAMERON-PIMBLETT et al., 2017).
Entretanto, a presencga de material cromossémico Y, por vezes, estd associada a
virilizagdo durante a puberdade e ao desenvolvimento pouco frequente de
gonadoblastoma, um tumor benigno que pode se tornar maligno ao longo do
tempo. Portanto, se o cromossomo Y for identificado é recomendada a
gonadectomia como medida de prevencéo (OLIVEIRA et al., 2009; GRAVHOLT et
al., 2017).

A relevancia do diagndstico prévio da ST, além de permitir o diagnostico
precoce de malformacdes congénitas e adquiridas, pode auxiliar na aplicacao das
medidas terapéuticas adequadas. Além disso, permitira que os tratamentos de
estimulo do crescimento e reposicdo de horménios sexuais sejam feitos na idade
adequada, evitando danos adicionais a saude das pacientes (BONDY, 2006).

O tratamento nas pacientes ST € dependente da idade e envolve terapia
de reposicdo hormonal, bem como o manejo apropriado das comorbidades.
Durante a infancia e a adolescéncia, o objetivo do manejo esta no crescimento e
no tratamento com GH (horménio do crescimento) e, em alguns casos, com
oxandrolona, um andrégeno ndo aromatizavel (GRAVHOLT et al., 2017). Embora
os estudos clinicos tenham mostrado um efeito eficaz do tratamento, com
aumentos na altura final em cerca de 15 cm, € recomendado que o tratamento
seja considerado assim que a falha de crescimento for evidente, possivelmente
por volta dos 4-6 anos de idade (VAN PAREREN et al., 2003).

Com relacdo a inducdo do desenvolvimento puberal e para manutencéo
das caracteristicas sexuais secundarias, a terapia com estrogénio deve ser

iniciada entre 11 e 12 anos de idade. Este periodo de inducdo puberal deve durar
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cerca de 2 a 2,5 anos e, quando ocorrer a menarca, é adicionado um gestageno,
0 qual consiste em um grupo de hormoOnios que atuam nos receptores de
progesterona para estimular a fertilidade e manter a gravidez, tornando o
tratamento ciclico (KLEIN et al., 2018). Das mulheres com ST que apresentam
menarca espontadnea e periodos menstruais normais subsequentes, a maioria
entrara na menopausa precocemente e subsequente faléncia ovariana secundaria
apos alguns anos (GRAVHOLT et al., 2017).

Uma teoria sugere que a disfuncéo ovariana e a auséncia de estrégeno e /
ou andrégeno € um mecanismo importante que contribui para o desenvolvimento
de doencas autoimunes (BAKALOQV et al., 2012). Assim como, a auséncia de um
segundo cromossomo X pode contribuir para o0 aumento de autoimunidade na ST

(INVERNIZZ] et al., 2005).

2.2 Desordens imunologicas e inflamatoérias na ST

Mulheres com ST possuem um risco duas vezes mais elevado de
desenvolver doencas autoimunes (DAIs) comparadas as mulheres em geral
(GROSSI et al., 2013). Embora a literatura demonstre estes dados, o0s
mecanismos fisiopatoldgicos e etiologicos relacionados a imunidade permanecem
nao definidos (MORTENSEN et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009).

O aumento da suscetibilidade de pacientes ST a DAIs foi atribuido a
haploinsuficiéncia dos genes na regido pseudoautossémica do cromossomo X,
possivelmente envolvidos no processo de imunorregulacdo, origem materna do
cromossomo X, producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias (IL-6),
diminuicdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B) ou hipogonadismo

(JORGENSEN et al., 2010; BAKALOV et al., 2012). Também foi demonstrado que
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o0s genes localizados no cromossomo X, incluindo um l6cus do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) no brago longo, estdo envolvidos na regulacéo da
resposta imune e na tolerancia imune alterada (BIANCHI et al., 2012).

Células T auto reativas, como também células B e outras células
relacionadas a imunidade, podem ndo se tornar tolerantes por autoantigenos
gerados por um dos dois cromossomos X, e consequentemente desencadeando
uma resposta autoimune em tecidos alvos (BIANCHI et al., 2012). Além disso,
algumas alteracbes imunoldgicas tém sido descritas na ST, incluindo baixos
niveis de imunoglobulinas G e M, fraca quimiotaxia e resposta diminuida a
mitogenos das células T (STENBERG et al., 2004; LARIZZA et al., 2009).

As desordens inflamatérias e imunes mais comuns na ST sdo as doencas
autoimunes da tireoide, diabetes mellitus tipo 1 e 2 (DMT1 e 2), doenca
inflamatoria intestinal (DII), doenca celiaca (DC), psoriase, vitiigo e alopecia

(LARIZZA et al., 2009; JORGENSEN et al., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2. Doencgas autoimunes e inflamatdrias mais frequentes na sindrome de Turner

Caracteristica Frequéncia (%)
Tireoidite e hipotireoidismo 15-30
Intoleréncia a glicose 15-50

Diabetes mellitus tipo 2 10

Doenca celiaca 8

Vitiligo 5

Alopecia 5

Doenca inflamatoéria intestinal 2-3

Fonte: Adaptado de GRAVHOLT et al. (2017).
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As doencas autoimunes da tireoide sdo caracterizadas por ativacao
linfocitica anormal direcionada contra autoantigenos, tireoglobulina (Tg) e
peroxidase tireoidiana (TPO) (COGNI e CHIOVATO, 2013). A TPO elevada, que
esta positivamente associada a concentracdo do hormdnio tireoestimulante
(TSH), estd mais frequentemente associada ao hipotireoidismo autoimune.
Também foi demonstrado que o nivel da titulacdo de anticorpos
antitireoperoxidase (TPO-Ab) aumenta com a idade das pacientes com ST. Além
disso, a distribuicdo elevada de TPO-Ab entre as variantes do caridtipo é mais
prevalente em caridtipos com i(X)(g10), seguido de monossomia do X e demais
cariotipos (WIKIERA et al.,, 2006). Portanto, para o acompanhamento de
pacientes ST € necessario um monitoramento rigoroso dos niveis circulantes de
triiodotironina  (T3) e tetraiodotironina (T4), TSH, TPO-Ab e anticorpos
antitireoglobulina (Tg-Ab) (ALLYBOCUS et al., 2018).

A DMT2 é uma desordem endocrinoldgica, com uma frequéncia de 10%
nas pacientes com ST e mais prevalente do que em mulheres normais, podendo
ocorrer em qualquer fase da vida, com idade de inicio tipicamente na faixa de 30—
40 anos (LICHIARDOPOL et al., 2007; GRAVHOLT et al., 2017). Elsheikh et al.
(2002) e Bakalov et al. (2012) demonstraram que a presenca do Cromossomo
i(X)(q10) esta associado com a maior prevaléncia de DMT2, o que foi explicado
pelo aumento dos transcritos de genes pré-inflamatorios.

A intolerancia a glicose esta presente em cerca de 15 a 50% da
populacdo adulta com ST, sendo mais prevalente em comparacdo com individuos
controles saudaveis e mulheres com POl (HJERRILD et al.,, 2011; SUN et al.,
2019). Uma vez que a fungdo das células B pancreaticas, na primeira fase da

resposta a insulina, parece diminuir substancialmente com a idade avancada na



29
ST, ao longo do tempo a intolerancia a glicose pode progredir para DMT2. A
frequéncia do metabolismo da glicose prejudicado na ST varia com o cariotipo, o
qual a maioria das mulheres com cari6tipo mosaico tem tolerancia normal a
glicose em comparac¢do com mulheres com 45,X (BAKALQV et al., 2009).

A frequéncia de DC na ST é de 8% (GRAVHOLT et al., 2017). A maioria
das pacientes ST que também tem atraso de crescimento, ndo responde a terapia
com GH se houver DC coexistente (DURUSU et al., 2005; MARILD et al., 2016).
Uma vez que algumas caracteristicas tipicas dos pacientes ST, como baixa
estatura, osteoporose, hipogonadismo, podem ser agravadas por uma DC
coexistente, a triagem periddica para esta doenca é necessaria (LARIZZA et al.,
2009). Portanto, a triagem soroldgica parece ser um metodo eficaz de
identificacdo de DC subclinica em ST, com posterior biopsia intestinal em
pacientes com resultados positivos (DEMIREZER et al., 2012).

Condicdes dermatologicas relacionadas ao sistema imunoldgico, como
alopecia (Figura 4a), psoriase (Figura 4b) e vitiligo, também ocorrem com
frequéncia ligeiramente aumentada na ST (LARIZZA et al., 2009). A prevaléncia
de psoriase em mulheres com ST € o dobro da populacdo em geral (WATABE et
al., 2006). A alopecia e o vitiligo afetam 5% das pacientes com ST, sendo este
Gltimo comparado a 1-2% da populacdo mundial. Outras anormalidades
dermatolégicas, como halo nevos e contratura de Dupuytren, cuja patogénese é
considerada autoimune, foram relatadas como significativamente mais comuns na
ST do que na populacdo normal (BRAZZELLI et al., 2004; JORGENSEN et al.,
2010).

A ST esta associada a uma frequéncia de 2-3% de desenvolver DII, que

compreende colite ulcerosa e doenca de Crohn, em comparagdo com mulheres
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46,XX (JORGENSEN et al, 2010; GRAVHOLT et al., 2017). A DIl deve ser
suspeitada na ST em caso de perda de peso inexplicada, diarreia, dor abdominal
ou sangramento intestinal. A DIl se desenvolve em idades mais jovens na ST do
gue na populacdo em geral, e frequentemente mais grave, com complicacdes
como fistulas e sepse, podendo necessitar de colectomia. Pacientes ST com
i(X)(q10) sdo particularmente mais suscetiveis, correspondendo a cerca de 52%

dos casos em ST (ELSHEIKH et al., 2002; LARIZZA et al., 2009).

Figura 4. Pacientes com ST apresentando anormalidades dermatoldgicas de carater autoimune e

inflamatério. a) alopecia; b) psoriase pustulosa.

Fonte: DOGRUK et al. (2014); SCHIAVO et al. (2014).

No Brasil, dois estudos relataram a frequéncia de desordens inflamatérias
e autoimunes nas pacientes ST. Em um estudo realizado com pacientes de Sao
Paulo, Bianco et al. (2010) relataram que um total de 44,36% das 142 pacientes
ST desenvolveram DAIs, compreendendo doencas autoimunes da tireoide

(28.9%), DTM1 (4.9%), psoriase (2.1%), vitiligo (2.1%), lGpus eritematoso
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sistémico (LES) (2.1%), artrite reumatoide (AR) (2.1%) e doenc¢a de Crohn (2.1%).
Enquanto no estudo realizado por Santos et al. (2018), em pacientes de
Pernambuco, apenas 36,1% das 86 pacientes ST apresentaram DAIs,
compreendendo doencgas autoimunes da tireoide (12.8%), alopecia (2.3%) e

desordens inflamatérias (21%).

2.2.1 Genes candidatos atuando no contexto inflamatoério e imune na ST

Dentre os diversos genes que estado envolvidos na regulacéo da resposta
imune e em desordens inflamatorias, quatro deles tém sido recentemente
estudados na ST, sao eles: CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyteantigen 4), PTPN22
(tyrosine-proteinphosphatase non-receptor type 22 gene), FOXP3 (forkhead box
P3) e VDR (Vitamin D Receptor). O gene CTLA-4 localizado no cromossomo 2
(2933), consiste em 7.195 kb e codifica uma proteina formada por 149
aminoéacidos (DARIAVACH et al., 1988). A proteina CTLA-4 é uma molécula da
superfamilia das imunoglobulinas, expressa principalmente nos linfocitos TCD4+ e
TCD8+ ativados, exercendo efeito regulador na ativacédo de células T (WANG et
al., 2001; VALK et al., 2008). Portanto, o papel supressor do CTLA-4 implica que
alteracdes genéticas que afetam a expressdo e / ou sua funcdo génica, podem
levar ao desenvolvimento de autoimunidade, por aumentar a ativacao de células T
(PASTUSZAK-LEWANDOSKA et al., 2013).

Véarios SNPs foram identificados no gene CTLA-4 e associados com
autoimunidade em varias populacfes (VIELAND et al., 2008; YANG et al., 2012;
PASTUSZAK-LEWANDOSKA et al., 2013; FATHIMA et al., 2019). Os SNPs mais
relatados sao o rs231775 (+49 A/G), que corresponde a uma substituicdo de

bases, de uma adenina por uma guanina (ACC — GCC), na posi¢éo 49 no éxon 1,
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e rs3087243 (CT60 G/A), localizado na posi¢cao +6230, na regido 3' UTR (Figura
5) (TING et al., 2016).

No estudo realizado por Santos et al. (2018) foi observado uma associagao

entre 0 SNP rs231775 de CTLA-4 e a obesidade em pacientes portadoras de ST

no nordeste do Brasil, contudo ndo foi associado com outras desordens

inflamatoérias ou imunes.

Figura 5. Estrutura do gene CTLA4 humano e polimorfismos conhecidos. Em destaque (vermelho)

0s SNPs mais estudados.
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Fonte: Adaptado de TU et al. (2015).

Adipdcitos de individuos ST obesos expressam menos elementos anti-
inflamatorios e grandes quantidades de fatores proé-inflamatérios, levando a uma
resposta desregulada nas células imunologicas dessas pacientes (BAKALOV et
al., 2012).

O gene PTPN22 (Figura 6) esta localizado no cromossomo 1p13.3-13.1.
Este gene codifica a proteina Lyp (lymphoid-specificphosphatase), uma tirosina
fosfatase, que é um importante regulador negativo da ativacdo de células T por
desfosforilacdo inibitéria de mediadores da transducéo de sinal downstream TCR

(T-cellantigen receptor) (BIANCO et al., 2012; STANFORD et al., 2012).
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O SNP 1858 C>T foi associado pela primeira vez & ST por Bianco et al.

(2010) em uma populacdo do sudeste do Brasil. Os autores encontraram
associacao desde polimorfismo com a predisposi¢cdo as doengas autoimunes na
ST, sugerindo ser um fator importante para a imunidade dessas pacientes.
Contudo, em um estudo realizado por Villanueva-Ortega et al. (2017) analisando
pacientes ST de uma populacdo da cidade do México, ndo houve associacao
entre 0 mesmo SNP e o risco para doencas autoimunes nestas pacientes.
Adicionalmente, Santos et al. (2018) também n&o encontraram essa associacao
em pacientes ST no nordeste do Brasil, ressaltando os diferentes efeitos destes
SNPs em varias populagbes, devido aos diferentes grupos eétnicos e

heterogeneidade populacional.

Figura 6. Estrutura do gene PTPNZ22, codificando uma tirosina fosfatase com trés dominios
distintos. O SNP G1858A resulta em uma substituicdo no primeiro motivo rico em prolina

(em azul).
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Fonte: Adaptado de STANFORD e BOTTINI. (2014).

Outro gene candidato, o FOXP3, est& localizado no cromossomo Xp11.23

(Figura 7), consiste em 11 éxons e codifica uma proteina de 431 aminoacidos
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(FONTENOT et al., 2005; BAN et al. 2007). A proteina FOXP3 é expressa
predominantemente nas ceélulas do timo, baco e linfonodos, particularmente nas
células T CD4+CD25+ (YAGI et al., 2004; TORGERSON, 2007). Este gene tem
como funcao regular a diferenciacéo e ativacdo das células Tregs, funcionando
como fator de trasncricdo indispensavel para a funcdo supressora da
autoimunidade dessas células (D’AMICO et al., 2013).

Laranjeira et al. (2022) avaliaram a possivel associacdo entre os SNPs
rs3761548 e rs3761549 de FOXP3 com a susceptibilidade do desenvolvimento de
doencas autoimunes/ inflamatorias cronicas em pacientes com ST brasileiras. Os
autores nao encontraram associacdo de risco, entretanto, foi observada uma
associacao entre as frequéncias alélicas de ambos os SNPs, atuando como fator
de protecdo nestas pacientes. Além disso, foi observada uma expressao
“‘upregulation” de FOXP3 em ST quando comparadas a um grupo controle
saudavel, sugerindo que este gene pode estar atuando diferencialmente no

contexto imunolégico destas pacientes.

Figura 7. Estrutura do gene FOXP3. (a) localizacdo do gene no cromossomo; (b) gene. A figura

mostra alguns SNPs, dentre eles, em destaque (amarelo) os SNPs mais estudados.
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A frequéncia Treg FOXP3+ entre células T CD4+ foi significativamente

maior em pacientes com ST do que um grupo controle, independentemente da

presenca de autoimunidade tireoidiana (YOUNG et al., 2015). Os autores deste

estudo sugeriram que o aumento desta frequéncia em pacientes com ST seja

uma resposta compensatoria para reprimir as respostas de células T CD4+
efetoras produtoras de citocinas ativadas e inflamatérias.

Com relacao ao VDR, este gene esta localizado no cromossomo 12g13.11,
€ um membro da familia dos receptores de esteroides que participa do processo
de regulacédo da transcricdo de multiplos genes e medeia a maioria das atividades
biologicas da vitamina D. O VDR é expresso na maioria das células do sistema
imunoldégico, incluindo CD4+ e CD8+, bem como em células apresentadoras de
antigenos, macrofagos e células dendriticas. Essas células possuem a 1a-
hidroxilase, que catalisa a sintese da vitamina D ativa (LEHMAN, 2005;
BOUILLON et al., 2008).

A vitamina D € um hormbnio que desempenha papéis essenciais nas
funcbes endodcrinas e tem demonstrado efeitos antiproliferativos e
imunossupressores em varios tipos celulares. Também suprime a proliferacdo de
linfocitos e a sintese de imunoglobulinas, além de inibir a acdo de fatores de
transcricdo proé-inflamatoérios e a producédo de diferentes citocinas, como IL-2, IL-
12, entre outras (FROICU et al., 2003; MONTICIELO et al.,, 2012). Portanto,
polimorfismos no gene VDR podem levar a importantes defeitos na expressao
génica e na sua fungédo, com consequente ineficacia da atuacao da vitamina D.

Véarios SNPs no gene VDR foram identificados, dentre eles o Cdx2 (G/A)
localizado na regido promotora, Fokl (C/T), no éxon 2, Apal (G/T) e Tagl (T/C)

presentes na regido 3’ UTR (Figura 8) (UITTERLINDEN et al., 2004).
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Embora o gene VDR possua sua importancia no sistema imune, 0s
estudos envolvendo SNPs neste gene permanecem controversos. Bianco et al.
(2012) avaliaram a possivel associagdo dos SNPs Taqgl (rs731236), Bsml
(rs15444410), Fokl (rs2228570) e Apal (rs11168271) do gene VDR com o
desenvolvimento de doencas autoimunes da tireoide em pacientes ST brasileiras,
contudo, ndo encontraram associacao. Santos et al. (2019) obtiveram resultados
semelhantes em uma outra amostra brasileira, nos quais ndo houve associagao
entre a frequéncia dos SNPs Fokl (rs2228570) e Cdx2 (rs11568820) com doencgas
autoimunes em pacientes ST, embora os dados tenham mostrado que pacientes
com ST apresentaram frequéncias significativamente mais altas do alelo e
genotipo variantes de Fokl comparados ao grupo controle. Neste mesmo estudo,
0s autores compararam a expressdo do gene VDR em ST versus controles
saudaveis e observaram que o gene se encontra “downregulation” em ST. Com
estes dados, foi sugerido que o VDR possa conferir um desequilibrio imunoldgico

na ST.

Figura 8. Estrutura do gene e localizag&o dos polimorfismos mais conhecidos no gene VDR.
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Dada a importancia da atuacado destes genes na ST, sd0 necessarios
estudos envolvendo diferentes vias de ativagdo de genes que atuam no contexto
imunologico e que possam estar envolvidos na maior susceptibilidade as
desordens inflamatérias e imunes observadas nestas pacientes. Portanto, uma via
de ativacdo conhecida, orquestrada pelo complexo inflamassoma, ainda nao
estudado na ST, pode ser um candidato importante para esclarecer 0s

mecanismos imunoldgicos envolvidos nesta sindrome (CHEN et al., 2015).

2.3 Inflamassomas

Inflamassomas s&o um dos mais importantes complexos proteicos
multiméricos, que participam das fungbes do sistema imunoldgico, sendo
amplamente conhecido como um mecanismo inflamatorio intracelular (BOINI et
al.,, 2014; CHEN et al.,, 2015). As respostas imunes inatas dependentes de
inflamassomas sédo iniciadas por receptores do tipo NOD (NLRs), receptores
citoplasmaticos de reconhecimento de padrdes que detectam patdgenos
invasores (Figura 9). Os NLRs sdo ativados por moléculas bacterianas, fungicas
ou virais que contém padrdes moleculares associadas a patdégenos (PAMPS) ou
por sinais de perigo ndo microbianos, que sao os padrbes moleculares
associados a danos (DAMPSs) liberados por células danificadas (Figura 9a)
(LAMKANFI, 2011).

Quando ocorre um dano, o corpo percebe o descontrole da homeostase e
inicia-se 0s processos de reparo e regeneracao para restaurar a funcao do tecido.
Portanto, em condi¢cdes normais a resposta inflamatéria favorece a restauracao

da homeostase, enquanto a inflamagcao prolongada e n&o controlada a impede,
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favorecendo o desenvolvimento de imunopatologias graves (KARIN e CLEVERS,

2016).

Figura 9. Mecanismos de ativacdo e montagem dos inflamassomas. a) Ativagédo do inflamassoma
por PAMPs ou DAMPs. b) Piroptose e liberacdo de citocinas através de GSDMD.
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De forma geral, um inflamassoma € composto por um sensor, um
adaptador e um efetor. Normalmente, os complexos inflamassoma recebem o
nome de seu sensor. Varios destes sensores utilizam uma ou mais proteina
adaptadora, como por exemplo, a ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD). A ASC é uma molécula bipartida com um dominio PYD
(pyrin domain) e um dominio CARD e serve como uma ponte, conectando o
sensor ao efetor downstream, caspase-1 (CASP1). As caspases sdo zimogénios
inativos que pertencem a familia cisteina-aspartato proteases, desempenhando

funcdes importantes na apoptose, no processamento e maturacdo de citocinas
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pré-inflamatérias. Dentre as caspases inflamatérias humanas estéo as caspases -
1, 4, 5 e 12, sendo a caspase-1 a mais bem caracterizada (STROWIG et al.,
2012).

ApoOs a montagem do inflamassoma, CASP1 torna-se ativado por meio de
autoprotedlise induzida por aproximacdo (Figura 9b). A CASP1 ativa fica entdo
livre para processar e maturara pro-IL1B e pro-IL18 em IL-18 e [L-18,
respectivamente (SCHRODER et al., 2010; AKIRA et al., 2013; WANG et al.,
2017). CASP1 cliva a proteina gasdermin D (GSDMD) e apo6s a clivagem, o
fragmento N-terminal de GSDMD (N-term GSDMD) oligomeriza para formar poros
na membrana celular, permitindo que IL-1f3 e IL-18 deixem a célula e efetivamente
executem a morte celular por piroptose ou processo inflamatério (SBORGI et al.,
2016).

Os inflamassomas mais bem estabelecidos estao ilustrados na Figura 10, e
incluem o NLRP1 (NLR, pyrin domain containing 1), o NLRP3 (NLR, pyrin domain
containing 3), o NLRC4 (NLR, CARD domain containing 4) e o AIM2 (absent in
melanoma 2). Além disso, uma série de outras proteinas da familia NLR, incluindo
NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP9 e NLRP12, sdo capazes de formar complexos
de inflamassoma multiméricos (VLADIMER et al., 2012; MINKIEWICZ, 2014;
LEVY et al., 2015; JANOWSKI e SUTTERWALA, 2016; KHAREET al., 2017; ZHU

et al., 2017).
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Figura 10. Representacao dos Inflamassomas NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2.
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2.3.1 Polimorfismos genéticos em componentes do Inflamassoma

Varios polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNPs) em genes de
componentes do inflamassoma foram relatados como associados a
suscetibilidade, atividade e resposta ao tratamento de algumas doencas
autoimunes (JIN et al., 2007; KASTBOM et al., 2008; YANG et al., 2014; 2015).
Alguns dos polimorfismos genéticos em componentes do inflamassoma, incluindo

NLRP1, CARDS, NLRC4, AIM2, NLRP3 e IL-1]3 estao ilustrados na Figura 11.
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Figura 11. Representacdo esquemédtica de alguns SNPs envolvidos nos componentes do

inflamassoma.
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A primeira associacao claramente implicada foi da presenca de SNPs em

NLRP1 e doencas autoimunes relacionadas ao vitiligo (JIN et al.,

2007). O gene

NLRP1 estd localizado no braco curto do cromossomo 17 na regidao 13.2

(17p13.2) (Figura 12). Este gene codifica um membro das proteinas apoptéticas

da familia Ced-4 que contém um dominio de recrutamento para caspase (CARD)

e sdo conhecidos por serem o0s principais mediadores da morte celular

programada.

Figura 12. Localiza¢&o do gene NLRP1 (17p13.2).

Chr 17

q21.31
g21.32
q21.33
q22
q23.2

p13.3
p13.z2
p13.1
pi1.z

p11.1
q11.1
qi1.2
q1z
q21.2

q23.3

q24.1
q24.2

q25.1

025.3

o
=
o

y

Ilqz4.3

Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NLRP1.


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NLRP1.

42

A proteina NLRP1 contém um motivo N-terminal PYD envolvido na
interacdo proteina-proteina, e interage com caspases inflamatorias e com
apoptoticas (MARTINON et al., 2002).

Uma vez que foi demonstrado que o NLRP1 é expresso em células de
Langerhans e células T, foi proposto que os SNPs funcionais de NLRP1 possam
conferir riscos a autoimunidade ndo apenas da pele, como também de outros
sistemas do organismo (KUMMER et al., 2007). Posteriomente, Pontillo et al.
(2012) relataram que o SNP NLRP1 rs2670660 e o haplotipo NLRP1 rs12150220-
rs2670660 A-G estdo associados a suscetibilidade ao LES. SNPs em NLRP1
também foram associados com outras doencas autoimunes, incluindo esclerose
sistémica, doenca de Addison, DC e DMT1 (MAGITTA et al., 2009; ZURAWEK et
al., 2010; DIEUDE et al., 2011; PONTILLO et al., 2011).

O polimorfismo CARD8 C10X foi associado com a atividade inflamatéria no
inicio da AR e ao risco aumentado de LES (KASTBOM et al., 2010; YANG et al.,
2015). Além disso, a variante CARDS8 rs2043211 foi associada a suscetibilidade
em desenvolver psoriase e AR (CARLSTROM et al., 2012; ADDOBBATI et al.,
2018).

Estudos mostraram associacdo entre SNPs do gene NLRC4 com o
desenvolvimento e a gravidade de algumas doencas autoimunes, como AR e
esclerose multipla (ADDOBBATI et al.,, 2018; SOARES et al. 2019). Em um
estudo mais recente, Liu et al. (2020) encontraram associacdo entre o
polimorfismo NLRC4rs385076 com doencas autoimunes da tireoide. Também
foram relatadas mutacdes de ganho de funcdo do gene NLRC4 em pacientes com

sindrome autoinflamatéria familiar pelo frio (FCAS) ou autoinflamacdo com
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enterocolite infantil. A maioria das mutacdes relatadas neste gene resulta na
ativacao constitutiva do inflamassoma NLRC4 levando ao aumento da producéo
de IL-1B, mas especialmente a liberagdo de IL-18 e piroptose anormal em
monocitos (CANNA et al., 2014; KITAMURA et al., 2014; ROMBERG et al., 2014).

Com relagdo aos SNPs em AIM2, sdo raros os estudos acerca deste gene
relacionando com desordens inflamatérias, imunes e infecciosas. Nenhuma
associacao foi encontrada entre o SNP rs35130877 e a protecdo ou risco de
desenvolver tuberculose (TB) (SOUZA DE LIMA et al. 2016), contudo, o SNP
rs1103577 foi associado com a protecdo a TB (FIGUEIRA, 2019). Os dois estudos
foram realizados em uma coorte da Amazonia. No estudo realizado por Pontillo et
al. (2011), envolvendo os SNPs rs2276405 e rs35130877, também n&o mostrou
associacao destes com o risco ao LES em uma coorte de S&o Paulo. Em relacao
a outras doencas infecciosas, nao ha relatos até o momento.

O inflamassoma NLRP3 é importante para as defesas imunolégicas do
hospedeiro contra infec¢cdes bacterianas, fungicas e virais (KANNEGANTI et al.,
2006; ALLEN et al., 2009; GROSS et al., 2009; THOMAS et al., 2009). Entretanto,
guando desregulado tem sido associado a patogénese de varias desordens
inflamatorias e imunes (MENU et al., 2011; GUO et al., 2015).

Por se tratar de um processo inflamatorio envolvido, o inflamassoma
NLRP3 deve ser estritamente regulado. Para a ativacao funcional do NLRP3 dois
sinais sdo necessarios (Figura 13). O primeiro sinal, que corresponde a etapa de
iniciacdo, citocinas enddgenas ou componentes microbianos na membrana celular
estimulam o receptor toll-like (TLR), o dominio de oligomerizacdo de ligacdo de
nucleotideos (NOD) 2 ou o receptor do fator de necrose tumoral (TNF) levando a

ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB). NF-kB, entdo, promove a sintese de NLRP3
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e a expressao de pro-IL-1b e pr6-IL-18 (GUO et al., 2016; MATHUR et al., 2018;

SWANSON et al., 2019).

Figura 13. A estrutura e ativagdo do inflamassoma NLRP3.
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O segundo sinal, que corresponde a etapa de ativacdo, envolve a
oligomerizacdo do NLRP3. Estimulos como efluxo de K*, mobilizagdo de Ca?*,
efluxo de CI-, espécies reativas de oxigénio (ERO), disfuncdo mitocondrial e dano
lisossomal geram sinais de ativacdo, levando a montagem de NLRP3
inflamassoma com caspase-1 mediando IL- 1b e excrecdo de IL-18 (ZHANG et

al., 2015; KELLEY et al., 2019).
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Dentre os inflamassomas descritos, o NLRP3 é considerado, até o
momento, 0 mais bem caracterizado e estudado comparado aos demais (JO et
al., 2016). O NLRP3 é codificado pelo gene NLRP3, que esta localizado no
cromossomo 1g44 (Figura 14), consiste de 4470 pb, nove éxons e codifica a
criopirina, uma proteina pertencente a familia NLR, que esta envolvida na
plataforma de sinalizac&o do inflamassoma ao regular a atividade da caspase-1 e
0 processamento da IL-18 (HOFFMAN et al., 2001; MARIATHASAN et al., 2006;

HITOMI et al, 2009).

Figura 14. Localizag&o do gene NLRP3 (1g44).
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Fonte: https://ghr.nim.nih.gov/gene/NLRP3#location.

O NLRP3 é expresso principalmente em células imunes, principalmente
células apresentadoras de antigenos (APCSs) e células inflamatdrias apds o gatilho
inflamatorio, que compreendem macrofagos, células dendriticas, neutrofilos no
baco e mondcitos (ZHONG et al., 2013). Estruturalmente, o NLRP3 é constituido
por trés dominios comuns da familia NLR (LRR, NACHT contendo o dominio
efetor PYD) (Figura 15) e é ativado por diferentes estimulos (AWAD et al., 2018).

Varios relatos foram descritos para este gene, associados geralmente com
doencas inflamatérias e autoimunes, incluindo DMT1, aterosclerose, psoriase,

doenca de Crohn, DC, LES, AR e doenca cardiovascular (PONTILLO et al.,
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2010a; 2011; ROBERTS et al.,, 2010; CARLSTROM et al., 2012; OZAKI et al.,

2015; TAN et al., 2019; ZHANG et al., 2019; WU et al., 2019;).

Figura 15. Representacéo esquematica dos trés dominios (LRR, NAD e NACHT) e as mutacdes e
polimorfismos em NLRP3. LRR, repeticdo rica em leucina; NAD, dominio associado a
NACHT; PYD, dominio de pirina.
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S'UTR l

A variante missense GIn705Lys ou GIn703Lys (rs35829419) possui acéo
protetora contra o desenvolvimento de DC e infarto do miocardio em mulheres
(PONTILLO et al., 2010a; VARGHESE et al., 2013). Todavia, este mesmo SNP foi
associado a suscetibilidade ao melanoma e doenca de Crohn (SCHOULTZ et al.,
2009; VERMA et al.,, 2012). O SNP rs10754558, localizado na regido nao
traduzida (3’'UTR), foi associado a protecao contra algumas infeccbées, como HIV-
1 (human immunodeficiency virus), HTLV-1 (human T-celllymphotropic virus 1) e
TB, risco para o desenvolvimento de DMT1 e suscetibilidade aumentada para
desenvolver alergia alimentar (HITOMI et al.,, 2009; PONTILLO et al., 2010a;

2010b, 2012b; KAMADA et al., 2014; SOUZA DE LIMA et al., 2016).
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A hiperativacdo do inflamassoma NLRP3 foi encontrada em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes portadores de LES e
diabetes (LEE et al., 2013; YANG et al., 2015), embora o mecanismo preciso pelo
gual o inflamassoma NLRP3 torna-se hiperativado ainda ndo esteja claro.

Cerca de 180 mutagcbes de ganho de funcdo no gene NLRP3 estédo
associadas com desenvolvimento de sindromes autoinflamatérias coletivamente
chamadas de sindromes periddicas associadas a criopirina (CAPS) (LACHMANN
et al., 2009), que incluem sindrome auto-inflamatéria (FCAS), sindrome de
Muckle-Wells (MWS) e doenca inflamatoria multissistémica de inicio neonatal
(NOMID) (BRODERICK et al., 2015). Os sintomas mais comuns observados na
CAPS envolvem a pele, olhos, articulagbes e sistema nervoso central, sendo
caracterizada por inflamacgéo sistémica mediada por excesso da producédo da IL-
18 (FELDMANN et al., 2002; AKSENTIJEVICH et al., 2007).

A maioria das mutacdes observadas na CAPS esta localizada dentro do
dominio central NBD (dominio de oligomerizacao ligador de nucleotideo) no éxon
3 e algumas também foram descritas na regido LRR (repeticdo rica em leucina)
(TOUITOU et al., 2004). Aksentijevich et al. (2007) propuseram um mecanismo
patogénico para CAPS, o qual em condi¢cbes de repouso, o NLRP3 se encontra
no citosol em uma conformacéo inativa, garantida pela interacdo LRRs-NBD. Com
isso, a ocorréncia de mutacdes em NBD ou LRRs, pode desestabilizar este
estado inativo, levando a uma proteina NLRP3 constitutivamente ativada
(conformacéao “aberta”), e a consequente ativacdo constitutiva do inflamassoma,
com aumento da producao de IL-1B. Portanto, as variantes genéticas em NLRP3
influenciam o limiar de ativacdo do inflamassoma NLRP3 e dificultam uma

resposta imune inata equilibrada.
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As doencas observadas em modelos de camundongos relacionadas as
mutacdes associadas a CAPS sdo semelhantes as observadas em humanos,
sugerindo que a hiperativagéo de IL-1p é suficiente para iniciar e sustentar varios
eventos inflamatérios importantes. Portanto, as terapias que bloqueiam a acéo de
IL-18 usando um antagonista de IL-1R ou anticorpo monoclonal anti IL-13 séo
usadas com sucesso para tratar CAPS e outros distlirbios mediados por IL-1
(CONFORTI-ANDREONI et al., 2011).

A familia da interleucina-1 (IL-1), na qual a IL-13 faz parte, € um mediador
central da imunidade inata e da inflamacéo aguda e crbnica. A familia IL-1 possui
11 membros e pode ser categorizada em subfamilias de acordo com o
comprimento de seu precursor: IL-1, IL-18 e IL-36 (Figura 16) (GARLANDA et al.,
2013; van de VEERDONK et al., 2013).

Como ilustrado na Figura 16, a subfamilia de citocinas IL-1 inclui agonistas
(IL-1qa, IL-1B e IL-33), bem como antagonista do receptor, IL-1Ra; a subfamilia IL-
18 compreende os agonistas IL-18 e IL-37, e a subfamilia IL-36 € composta pelos
agonistas IL-36a, B, y e antagonistas do receptor IL-36 Ra e IL-38. Além disso,
existem 10 membros da familia do receptor de IL-1 (IL-1R) que sao capazes de se
ligar a ligantes especificos de IL-1 em combinacdo com um correceptor e
desempenhar funcdes pro e antiinflamatoérias (DINARELLO et al., 2018).

Entre os membros da familia IL-1, a IL-13 € a mais comumente estudada e
caracterizada. O gene que codifica a IL-13 esta localizado no cromossomo 2q14
(Figura 17), possui sete éxons e € expresso principalmente em linfécitos B,
mondcitos e fibroblastos. Consiste em uma citocina pro-inflamatéria eficaz que
recruta células imunes inatas para o local da infecgédo e regula as células imunes

adquiridas (AFONINA et al, 2015).
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Figura 16. As trés subfamilias da IL1. A sequéncia consenso AXD da familia IL1 é indicada em
cada subfamilia e o nimero de aminoacidos € indicado ao final de cada precursor de
citocina. Como IL-1Ra tem um peptideo sinal e é prontamente secretado, ndo ha sitio
AXD. Sequéncia consenso AXD significa que “A” pode ser qualquer aminoacido

alifatico, seguido por qualquer aminoacido “X” e entdo “D” para acido aspartico.
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Fonte: Adaptado de GARLANDA et al. (2013).

Figura 17. Localizac&@o do gene da IL-18 (2q14).
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Fonte:https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL1B.

Individuos com mutacdes ativadoras em um dos genes-chave que
controlam a ativacdo da caspase-1, ou seja, NLRP3 (criopirina), podem
desenvolver inflamacao sistémica, que pode ser revertida pelo bloqueio de I1L-1.

Em pacientes com essas mutagcdes em NLRPS3, foi observado que ocorre uma
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diminuicdo nos niveis de estado estacionario de RNAm de pro-caspase-1 com
tratamento de IL-1Ra, sugerindo que IL-13 estimula sua propria producdo e
processamento (GOLDBACH-MANSKY et al., 2006; van de VEERDONK et al.,
2013).

A Figura 18 mostra o processamento e regulacdo de IL-1B, onde a
transcricdo do mRNA da IL-718 pode ser induzida por ligantes que ativam o0s
receptores Toll like (TLR) ou por ligantes IL-1 (IL-1a e IL-1B). Esta transcrigdo
pode ser regulada por autofagia. O precursor de IL-13, nomeadamente pro-IL-1p,
pode ser processado pela caspase-l1 ativa, além disso, as proteases,
predominantemente derivadas de neutréfilos, podem clivar a pro-IL-13
extracelular, que estara presente no contexto de células inflamatorias danificadas.
Esta IL-18 madura e bioativa processada pode entdo induzir sua proépria
transcricdo (van de VEERDONK et al., 2013).

Os distarbios que alteram a funcédo da IL-18 podem desempenhar nao
apenas um papel na inflamacdo e nas respostas imunes, mas também na
patogénese de DAIs, incluindo doenca de Graves (DG) e HT, que sdo doencas
autoimunes da tireoide (AJJAN & WEETMAN, 2003). Polimorfismos no gene IL-7
podem contribuir para diferencas na expressao, traducdo, transporte celular e
secrecdo de IL-1B. Polimorfismos na regidao promotora do gene IL-18 alteram os
efeitos dos lipopolissacarideos (LPS) na transcricdo deste gene, levando a
suscetibilidade as doencas inflamatérias (HALL et al., 2004).

O SNP na regido promotora de IL-1B +3953C/T (rs1143634) foi associada
a susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas autoimunes da tireocide em
uma populacdo da China e da Tunisia (LIU et al., 2010; ZAABER et al., 2016).

Uma metandlise realizada por Chen et al. (2014), demonstrou que este SNP néo
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foi associado ao risco de DG em caucasianos, sugerindo que a discrepancia dos
resultados entre essas populacdes pode ser explicada pelo contexto genético
distinto, e pelo fato de que doencas autoimunes da tireoide estejam relacionadas

a fatores ambientais.

Figura 18. Processamento e regulacdo de IL-1[3.
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Fonte: Adaptado de van de VEERDONK et al. (2013).

Além da influéncia em doencas autoimunes da tireoide, estudos
demonstraram a associacdo de SNPs neste gene com o risco de desenvolver
varias desordens inflamatorias e autoimunes, colite ulcerativa, nefropatia
diabética, AR e DMT2 (YAMAMOTO et al.,, 2011; STEFANIDIS et al., 2014;
LAGHA et al., 2015; TRIPATHI et al., 2015; TAYEL et al., 2018).

Niveis elevados de IL-1B na circulagdo e nas ilhotas pancreaticas estao

associados a um risco aumentado de desenvolver DMT2 (Figura 19)
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(ABDERRAZAK et al., 2015). A ativacao das proteinas do inflamassoma e da
caspase-1 esta consideravelmente aumentada nos compartimentos celulares do
tecido adiposo e do figado de humanos e camundongos obesos. Portanto, as
taxas de expressdo dos componentes do inflamassoma estdo significativamente
correlacionadas com a gravidade da doenca em individuos obesos com DTM2
(STIENSTRA et al., 2010; VANDANMAGSAR et al., 2011).

A exposicao cronica de células [ pancreaticas as concentragdes elevadas
de glicose promove a expressado de TXNIP (Thioredoxin-interacting protein), que
atua como regulador importante no metabolismo da glicose, aléem do estresse no
reticulo endoplasmatico (RE) e acumulo de mitocondrias disfuncionais levando ao
acumulo de ERO intracelular. A geracdo de estresse no RE conduz a ativagcéao de
NLRP3 de uma maneira dependente de TXNIP. A sinalizacdo de IL-1B induz um
ambiente pré-inflamatorio local por meio da ativacdo de outros fatores
quimiotaticos e infiltracdo de células imunes que agrava a faléncia das células j3,
levando a uma deficiéncia na captacéo periférica da glicose e consequentemente
a hiperglicemia cronica (ABDERRAZAK et al., 2015).

Estudos mostram que uma importante familia de hormdénios sexuais, 0s
estrogénios, pode atenuar o impacto da inflamac&o que ocorre em doencas como
obesidade DMII, além de desempenhar um papel crucial na supressdao do
desenvolvimento de outras doencas inflamatérias cronicas (VINA et al., 2013;
ZHU et al., 2014). As respostas imunes inatas e adaptativas, humorais e
mediadas por células sdo afetadas por hormoénios, e a desregulacdo desses
mecanismos contribui para doencas imunomediadas, incluindo doencas

autoimunes (KLEIN et al., 2016; EDWARDS, 2018).
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Figura 19. O papel do inflamassoma na indugéo da morte de células B e progressdo do DMT2.
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Fonte: Adaptado de ABDERRAZAK et al. (2015).

2.4 Hormonios sexuais e sistema imune

O sistema imune ndo funciona isoladamente, mas como um sistema
enddcrino e nervoso central que estdo integrados através de uma rede de
moléculas-sinal (citocinas, hormdnios e neurotransmissores), atuando em um
conjunto comum de receptores (ARUNA et al., 2014).

Dentre os horménios existentes, os horménios sexuais femininos, como
estrogénio e progesterona (Figura 20), e hormbnios sexuais masculinos, como
testosterona e outros andrégenos, sdo hormonios esterdides que modulam

grande parte dos processos biolégicos. Além de controlar o sistema reprodutivo,
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0s hormdnios sexuais regulam o desenvolvimento e a funcdo da resposta imune

(BOUMAN et al., 2005).

Figura 20. Ac¢des anti-inflamatorias e imunomoduladoras do estradiol e da progesterona.
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Fonte: Adpatado de MAUVAIS-JARVIS et al. (2020).

Producéo de anticorpos

Um dimorfismo sexual quanto a prevaléncia de doencas como obesidade,
DMII e doencas cardiovasculares tem sido relatado, sendo mais prevalentes e
com maior risco de doengca em homens adultos quando comparados as mulheres.
Entretanto, apos a menopausa, as mulheres tornam-se tdo suscetiveis quanto os
homens as doencas associadas a obesidade (ZHU et al., 2014). Pfeilschifter et al.
(2002) demonstraram que a perda de estrogénios durante a transicdo da
menopausa leva ao aumento da expressdo e secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). O
estrogénio influencia ndo apenas o desenvolvimento, mas também varias funcdes

das células T, em particular as células T CD4, incluindo a ativacao, diferenciacao
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na producdo de citocinas e func¢des regulatérias com impacto na fisiologia e
doencas autoimunes (PERNIS, 2007; KASSI e MOUTSATSOU, 2010).

A funcd@o do estrogénio na homeostase celular € complexa, depende do
tipo celular, tecido, concentracdes de estrogénio e condi¢cbes fisiolégicas ou
patolégicas (LEWIS-WAMBI, 2009). Além disso, h4 uma complexidade maior
associada com a variagcado do meio hormonal feminino ao longo do ciclo, com pico
de estrogénio (estradiol) durante a fase ovulatéria e pico de progesterona durante
a fase lutea (VELDHUIJZEN et al., 2013).

O modo de acdo do estrogénio pode ser dividido em vias gendémicas
(nucleares) e ndo gendbmicas (extranucleares). Esses processos sao mediados
por receptores classicos, ndo classicos e por ligantes, a fim de controlar
mecanismos de expressado génica, modificacdes de proteinas e sinalizacdo para
influenciar as funcdes celulares (MARINO et al., 2006; CUNNINGHAM e
GILKESON, 2011).

Na via genémica classica, o estrogénio, ou sua forma mais ativa o 173-
estradiol (E2) interage com seus receptores intracelulares, receptores de
estrogénio alfa (ERa) e beta (ERB) (EDWARDS, 2005; MARINO et al., 2006). O
ER (estrogeno receptor) € um fator de transcricdo ativado por ligante, que possui
dominios de ligacédo ao ligante e ao DNA. Por sua vez, o estrogénio se difunde
através da membrana celular, liga-se ao ER citoplasmatico, que sofre mudanca
conformacional, e se homo ou heterodimeriza em ERa e ER[B. Os dimeros de RE
entdo se deslocam para o nucleo e se ligam a promotores de genes-alvo para
regular a expressdo génica (SAFE et al., 2008). Nas vias genbmicas nao
classicas, o ER ligado ao DNA pode interagir com outros fatores de transcricéo,

ou pode atuar como cofator para fatores de transcricdo, incluindo a proteina de
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especificidade 1 (Spl), ativando a proteina 1 (AP-1), fator nuclear kappa B (NF-
kB) e proteina p300 (SAFE et al., 2008; MANOLAGAS et al., 2013).

Na via nao-gendmica, o estrogénio pode mediar efeitos por meio de
mecanismos de cross-talk com cascatas de sinalizacdo. Além dos ERs
intracelulares classicos, o0 estrogénio pode se ligar a receptores de estrogénio de
membrana (MER) e receptores acoplados a proteina G associados a membrana
(GPCRs), desencadeando a sinalizacdo a jusante em certos tipos de células.
Estes também sdo chamados de efeitos rapidos do estrogénio mediado por
receptores de membrana, receptores de tirosina quinases e vias de sinalizacao a
jusante (REVANKAR et al., 2005; BARTON et al., 2018).

Além de serem amplamente expressos nos tecidos reprodutivos, os ERs
também tém sua expressdo na maioria das células do sistema imunologico,
influenciando nas respostas imunes inatas e adaptativas, servindo como
reguladores transcricionais da funcédo celular. Em células mononucleares do
sangue periférico humano, os linfocitos T CD4+ expressam niveis mais altos de
ERa do que ERp, enquanto as células B expressam niveis mais altos de ERB do
que ERa (PHIEL et al., 2005; PIERDOMINICI et al., 2010).

Entre os estrogénios, o E2 € o composto mais estudado por seus efeitos
regulatérios no sistema imunoldgico. Seus efeitos imunorreguladores
demonstraram influenciar no estado da doenca e nos sinais clinicos em doencas
autoimunes e alérgicas (DRAGIN et al., 2016). Estudos mostraram que a terapia
com E2, levando a concentracdes séricas equivalentes a ovulagdo ou gravidez,
apresenta acbes imunomoduladoras e anti-inflamatérias benéficas em

camundongos e humanos (STRAUB, 2007; KLEIN e FLANAGAN, 2016).
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As ac¢0Oes antiinflamatodrias de E2 na imunidade inata envolvem a supresséo
da producdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-1B e TNF-a por
mondocitos e macréfago, e quimiocinas, como CCL2, diminuindo assim a migracao
de neutréfilos e mondcitos para areas inflamadas. Os niveis mais elevados de E2
também se correlacionam com niveis mais baixos de IL-2 e IL-8 e diminuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias IL-12 de macréfagos ativados e IL-6
alterando diretamente mondcitos CD16 (RAZA et al., 2021).

Estudos também tém demonstrado o papel do E2 no perfil de ativacdo do
inflamassoma em algumas doencas, como isquemia cerebral, doenca inflamatoéria
pulmonar e processos inflamatérios em mulheres pos-menopausa (THAKKAR et
al.,, 2016; CHENG et al. 2019; GUAN et al., 2020). Contudo o mecanismo de
regulacdo e modulacao dos inflamassomas mediado por E2 ainda néo esta claro.
Além disso, ndo ha relatos sobre a influéncia dos hormoénios sexuais, mais

especificamente o E2, em genes do inflamassoma de pacientes com ST.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral
Investigar o papel dos polimorfismos e o perfil de expressao dos genes do
inflamassoma na susceptibilidade em desenvolver desordens inflamatérias em

pacientes com sindrome de Turner.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos genes do
inflamassoma IL-18 rs16944 (A>G), NLRP3 rs10754558 (G>C) e
rs4925659 (G>A) entre pacientes ST e 0 grupo controle;

2. Investigar a possivel associacdo entre os polimorfismos dos genes IL-16 e
NLRP3 e desordens inflamatorias em pacientes ST;

3. Avaliar e comparar os niveis de expressdao dos genes IL-18, NLRP3 e
NLRP1 em pacientes ST e grupo controle, através do mRNA de leucdcitos
totais;

4. Avaliar e comparar os niveis de expressao dos genes NLRP3 e IL-18 em
PBMCs com e sem tratamento de 17B-estradiol e estimulo com LPS em
pacientes ST e controles.

5. Avaliar e comparar os niveis de expressdo dos genes NLRP3 e IL-18 em
PBMCs sem tratamento de 17B-estradiol e estimulo de LPS em pacientes

ST com desordens inflamatérias e sem.
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Abstract

Turner syndrome (ST) is associated with an increased risk of inflammatory and
autoimmune diseases. The present study evaluated the possible association between
genetic polymorphisms in the IL-/f and NLRP3 genes and the risk of inflammatory
disorders in TS patients and the control group. We conducted a genetic association study
that included 92 TS patients (case) and 146 healthy control (HC). Genotyping for IL-15
rs16944 as well as NLRP3 rs10754558 and rs4925659 was performed using TagMan
Genotyping Assays. Subsequently, we compared the mRNA expression levels of IL-1p,
NLRP3, and NLRP1 in 17 TS patients and 17 healthy females (control group) using qPCR-
based fluorogenic probes. Significant associations were observed with the G allele of
rs16944 (p=0.001) and GG genotype (p=0.002) in the case group compared to HC;
however, they were not associated with inflammatory disorders in the TS sample. We
found a significantly higher frequency of the A allele (p=0.02) and AA genotype
(p=7.645¢"®) for rs4925659 in HC, whereas the frequency of the A allele and GA genotype
was higher in the TS group (p=0.0001). With regard to mRNA expression, the
inflammasome genes IL-/f and NLRP3 were downregulated (FC=-6.78 and -15.73,
respectively), and NLRP1 was upregulated (FC=21.5) in TS compared to HC. Our results
indicate a differential distribution of IL-/f and NLRP3 polymorphisms in TS patients.
Furthermore, alterations in the expression of the IL-/8, NLRP3, and NLRP1 genes may

lead to inflammatory imbalance in these patients.

Keywords: Inflammatory disorders; IL-14; NLRP1; NLRP3; Turner syndrome.
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Introduction

Turner syndrome (ST), one of the most common aneuploidies in humans, occurs in
1 in every 2,500 female births and is cytogenetically characterized by total or partial
monosomy of the X chromosome [1]. Patients with TS have an increased risk of
autoimmunity and other chronic inflammatory diseases compared to healthy individuals [2,
3]. Although the causes remain uncertain, this risk can be attributed to X-chromosome
haploinsufficiency, the maternal origin of the X chromosome, decreased anti-inflammatory
cytokines (e.g., interleukin-10 [IL-10] and transforming growth factor-p [TGF-B]),
overproduction of pro-inflammatory cytokines, and hypogonadism [4, 5].

Pro-inflammatory cytokines are involved in immune regulation, acting as relevant
players in innate and adaptive immunity. The mechanisms involved in the maturation and
processing of important pro-inflammatory cytokines (e.g., interleukin-1p [IL-1B] and
interleukin-18 [IL-18]) depend on the activation of a cytosolic multiprotein complex
known as the inflammasome [6]. The inflammasome comprises accessory and self-
oligomerizing scaffold proteins belonging to nucleotide-binding oligomerization domain
receptors (NLR family) [7].

Based on homotypic interactions, NLRs bind to pyrin signaling domains (PYD) or
CARD, which interact with caspase recruitment protein (ASC). ASC recruits pro-caspase-1,
leading to its dimerization and autoproteolytic processing. This mechanism generates
caspase-1 (CASP-1), a protease that triggers pyroptosis (regulated cell death characterized
by cell lysis and release of a mature pro-inflammatory cytokine IL-1p) [8].

NOD-like receptor family pyrin domain containing 1 (NLRP1) has been recognized
as the first NLR family protein to recruit an inflammasome; however, NLRP3 is the most
abundant inflammasome sensor and contributes to the production of most proinflammatory

cytokines [9-12]. Although these cytokines play a beneficial role in promoting
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inflammation and eliminating infectious pathogens, mutations that result in constitutive
activation of the inflammasome and overproduction of IL-18 and IL-18 have been
associated with inflammatory and autoimmune disorders [13-15]. Recent reports indicate
that mutations in the NLRP1 and NLRP3 inflammasome genes are related to some of the
most common chronic inflammatory disorders (e.g., type 1 diabetes mellitus (T1DM),
Addison’s disease, celiac disease, Crohn’s disease, rheumatoid arthritis (RA), obesity,
Alzheimer’s disease, systemic lupus erythematosus [SLE], and cardiovascular disease)
[16-23].

Turner syndrome patients present a broad clinical feature comprising various
immune and inflammatory dysregulations. Moreover, inflammasomes play roles in several
diseases. Thus, we aimed to investigate the frequencies of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the IL-1f5 (rs16944) and NLRP3 (rs10754558 and rs4925659)
genes as well as the expression profile of the NLRP1, NLRP3, and IL-/4 genes in TS

patients compared to healthy controls.

Materials and Methods

Patients and controls

Ninety-two TS patients were included in the present study, with an average age of
21 years (SD * 7.47). Patients were enrolled at the Servigo de Genética Médica, Instituto
de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) and at the Servico de
Endocrinologia Pediatrica, Hospital de Clinicas, Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Brazil. The healthy control group (HC) comprised 146 healthy females (averaging
34.8 years old [SD + 13.51]) from the same geographical region. Exclusion criteria for the
control group included a history of individuals with chronic inflammatory and autoimmune

disease and close relatives, such as parents.
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For the gene expression study, we evaluated 17 TS patients averaging 13.76 years
old (SD+6.1) and 17 HC patients averaging 30.38 years old (SD+4.53) with no history of
autoimmune or chronic inflammatory diseases.

The clinical data were obtained from the medical records of each patient, stating the
history of inflammatory disorders or lack thereof. The study protocol was approved by the
Research Ethics Committees of IMIP (no. 802/06), UFPE (no. 32478820.0.0000.5208),
and the Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH) (no.
32478820.0.3001.8807). All individuals (or their legal guardians) agreed to and signed an
informed consent form and participated in the study voluntarily, without prejudice to their

medical treatment. Data collection began after ethical approval.

Association study: DNA isolation - selection of SNPs and genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood samples using the IlustraTM Blood
GenomicPrep Mini Spin kit (GE Healthcare) according to the manufacturer's
recommendations and stored at -20°C.

Three SNPs were selected (IL-7/8 rs16944 [A>G; ID C_ 1839943 10], NLRP3
rs10754558 [G>C; C_ 26052028 _10], and NLRP3 rs4925659 [G>A; C_ 42550584 10])
based on a 10% minor allele frequency (MAF) and according to their linkage relationship,
frequencies, and reported associations with immune and inflammatory diseases.
Genotyping was performed using commercially available TagMan assays (Applied
Biosystems, Life Technologies, USA) on an ABI7500 sequence detection system (Applied

Biosystems, USA).
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Gene expression assays: RNA isolation, cDNA synthesis, and gPCR

Total ribonucleic acid (RNA) was obtained from total leukocytes of peripheral
blood samples using TRIzol® reagent following the manufacturer's instructions
(Invitrogen, USA). For cDNA synthesis, the concentration of total RNA was standardized
at 500 mg for each sample and converted using the commercial GoScript Reverse
Transcription kit (Promega) according to the standard protocol.

Gene expression assays were performed using TagMan Gene Expression probes for
the target genes NLRP1, NLRP3, and IL-/4. The mRNA levels of the reference genes beta-
2-microglobulin (B2M) and hypoxanthine phosphorribosyltransferase 1 (HPRT1) were
evaluated using the SYBR Green method and their respective primers (F: 5'-
AGATGAGTATGCCTGCCGTG-3, R: 5- ACATGTCTCGATCCCACTTAAC- 3'; and
F: 5- AGGACTGAACGTCTTGCCTCG-3, R: 5- ATCCAACACTTCGTGGGGTC-3)).
Relative quantification assays were performed on an Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Analyses were performed based
on quantification cycle values, whereas mMRNA levels were calculated using the AACq

method.

Statistical analysis

Statistical analyses of the association study were performed using SNPStats [24]
and R version 3.5.1 software. The allelic and genotypic distributions of IL-/4 and NLRP3
SNPs were evaluated by direct counting, while Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was
obtained using the chi-square (y?) test. The statistical significance of the difference in
allelic and genotypic frequencies was calculated using Fisher's exact test, and a p value <
0.05 was considered statistically significant. Odds ratios (ORs) and 95% confidence

intervals (Cls) were also calculated, and a p value < 0.05 was considered statistically
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significant. Bonferroni correction for multiple comparisons was applied. Post hoc
statistical analysis of power was performed using G*power 3.1.9.2 software [25].

For the gene expression analyses, the Shapiro—Wilk test and Student's t test were
performed to verify the normality of the sample distribution and to analyze the variance,
respectively. Finally, statistical analyses were performed using the nonparametric
Mann—Whitney test, with a significance level of 5% (p<0.05) to find differences between

the groups.

Results
IL-71 and NLRP3 polymorphisms in TS patients and the healthy control group

Genotypes and allele frequencies of the IL-75 rs16944 (A>G) polymorphism in TS
and HC are shown in Table 1. Significantly different distributions of the G allele (p=0.001,
OR=1.83, 95% CI 1.24-2.71) and GG genotype (p=0.002, OR=3.09, 95% CI 1.41-6.92)
were observed in TS patients compared to HCs (statistical power = 0.999).

Table 2 summarizes the allele and genotype distributions of NLRP3 in the TS and
control groups. Regarding NLRP3 rs10754558 (G>C), there were no differences in allele
or genotype frequencies (p=1.0 and p=0.6) between TS and HC. The power was 0.11 to
detect a mean effect size (w = 0.06) for genotypes in TS and HC. In contrast, in NLRP3
rs4925659 (G>A), a significantly different distribution of allele and genotype frequencies
was observed in HC compared to TS (statistical power = 0.999).

Furthermore, our analysis did not detect the homozygous AA genotype of
rs4925659 in TS, and the A allele and AA genotype were significantly more frequent in
controls than in TS (p= 0.02, OR=0.61, 95% CI 0.39-0.94 and p= 7.645e®, OR= 0.00, 95%
CI 0.00-0.28, respectively). Genotype distributions were in HWE (> < 3.84) for the SNPs

evaluated, except for NLRP3 rs4925659 in TS patients (p=0.0012). After applying
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Bonferroni correction, the association remained significant for NLRP3 rs10754558 and

rs4925659 (peont = 0.01 and 3.8225e®, respectively).

IL-1 and NLRP3 polymorphisms in the TS group

To find possible associations of IL-/# and NLRP3 variants with inflammatory
disorders, such as alopecia, autoimmune thyroid diseases (Graves’ disease, Hashimoto’s
thyroiditis, and hypothyroidism), and other inflammatory diseases (chronic otitis media,
dermatitis, dyslipidemia, and obesity), we categorized TS into two groups: (1) TS case and
(2) TS control, with and without inflammatory disorders, respectively.

The allele and genotype distributions of IL-/f rs16944 (A>G) as well as NLRP3
rs10754558 (G>C) and rs4925659 (G>A) between TS cases and TS controls are
summarized in Table 3. No significant association was identified between the evaluated
SNPs rs16944 and rs10754558 and inflammatory disorders in TS patients.

In contrast, significantly different distributions of rs4925659 NLRP3 were observed.
The frequency of variant allele A (p=0.0001, OR=0.20, 95% CI 0.07-0.49) and GA
genotype (p=1.81e%°, OR=0.00, 95% CI 0.00-0.07) was significantly higher in TS cases
than in TS controls. However, this result cannot be fully explained because of the lack of

HWE in this specific group.

Inflammasome gene expression assay

We investigated the relative mRNA expression of the NLRP1, NLRP3, and IL-/p
genes in total leukocytes from 17 TS and 17 HC patients (Figure 1). The expression profile
of IL-1p differed significantly between TS and HC (-6.78-fold change -FC; p= 1.032e-10),
characterizing downregulation in TS patients. Furthermore, NLRP3 gene expression was

also shown to be reduced in TS compared to HC (-15.73-FC, p= 9.075e-10). We also
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observed a statistically significant difference in NLRP1 gene expression between TS and

HC, indicating that NLRP1 was upregulated (21.5-FC, p= 5.925e-08) in TS patients.

Discussion

Through this case—control study, we investigated the possible association between
IL-7/ and NLRP3 polymorphisms and susceptibility to developing inflammatory disorders
in TS by studying three candidate SNPs. Our results showed a differential distribution of
the IL-/p rs16944 (A>G) polymorphism in TS compared to controls, although it was not
associated with the presence of inflammatory disorders investigated in our patients.

In our study, approximately 36.95% of TS patients (mean age 21 years) were
diagnosed with some type of inflammatory disorder. Similar results with a frequency
ranging from 20-50% in TS patients, depending on age, have been observed [2, 34-36].
The latest guidelines for the care of girls and women with TS indicate that the risk of
autoimmune diseases increases with age [1]. Therefore, we cannot rule out the late
development of these disorders in our investigated TS patients.

Previous studies have shown the association of the IL-/4 rs16944 polymorphism
with the risk of developing a number of inflammatory disorders (e.g., Graves’ disease,
ulcerative colitis, diabetes nephropathy, rheumatoid arthritis, and type 2 diabetes mellitus
[DM2]) [26-30]. Polymorphisms in the IL-/4 gene may contribute to differences in IL-1p
expression, translation, cellular transport, and secretion. Hall et al. [31] reported that
polymorphisms in the IL-7f promoter region alter the effects of lipopolysaccharide (LPS)
on IL-1p gene transcription, allowing the development of inflammatory diseases.

Our results show no association between the selected NLRP3 rs10754558 and
inflammatory disorders in TS patients. Pontillo et al. [16] observed that the rs10754558 G

allele was less frequent in TLDM patients (p=0.02), thus suggesting a protective role for
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this variant in the development of the disease in a pediatric population from Northeast
Brazil. Functional analyses performed by Hitomi et al. [32] in a Japanese pediatric
population showed that the G allele variant of rs10754558 influences NLRP3
overexpression (1.4-fold), altering mRNA stability, which could explain systemic but not
organ-specific susceptibility.

Remarkably, a significant association was found between the SNP rs10754558 and
RA susceptibility [18]. The C allele and the C/C genotype were significantly more frequent
in patients than in controls. In addition, upregulation of NLRP3 and IL-/ genes was
observed in RA patients, suggesting that downregulated NLRP3 transcription in these
patients contributes to establishing exacerbated inflammation.

With respect to NLRP3 rs4925659, we found that the A allele and AA genotypes
were less frequent in TS (p=0.02 and p=7.645>, respectively) than in the control group.
Furthermore, when comparing the TS case group versus the TS control group, we also
observed a lower frequency of the variant A allele and heterozygous GA genotype
(p=0.0001 and p=1.81e®) in the group corresponding to patients not developing
inflammatory disorders. This suggests a protective role of this variant in the development
of inflammatory diseases. However, this polymorphism is not in HWE, possibly because of
the lack of the variant genotype (AA) in both analyses.

Therefore, we should consider that genetic association in complex diseases in a
given population may not be replicated in another population because of differences in
geographic distribution, incidence, phenotypes, and sample size [33]. In our study, the
limited sample size may have implied the nonassociation of these SNPs with susceptibility
to inflammatory disorders.

In recent years, the inflammatory and immunological context in TS has been further

evaluated and reported [36-40]. Although it is well known that TS patients are at increased
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risk for inflammatory disorders, the underlying pathophysiological mechanism is still
partially unknown. However, to date, there is no evidence of a role for genes of the
inflammasome complex acting in TS.

To our knowledge, the present study is the first to analyze the expression of
inflammasome genes in TS. Our results showed that IL-/f and NLRP3 are globally
downregulated in TS compared to HCs. Our TS sample is intentionally heterogeneous to
clarify how the inflammasome behaves in this type of syndrome.

In contrast, recent reports have indicated that IL-75 and NLRP3 levels are increased
in various autoinflammatory, autoimmune, and chronic inflammatory and metabolic
diseases, including gout, atherosclerosis, rheumatoid arthritis, type 2 diabetes, autoimmune
thyroid disease, and allergic airway inflammation [41-43]. In addition,
increased NLRP1 expression has also been reported in autoimmune diseases [43,44].
Similar results were found in the present study, as NLRP1 was upregulated in TS patients.

Importantly, TS patients have hypogonadotropic hypogonadism and decreased
circulating estradiol [1]. The role of estrogens in inflammation has been widely studied
[45-47], but their action on inflammasomes remains poorly understood. Therefore, we
consider that the regulatory effect of estrogen on the inflammasome may differ according
to the disease.

In conclusion, we detected different distributions for the rs16944 and NLRP3
rs4925659 polymorphisms of IL-/4 in TS patients. Furthermore, the downregulation of IL-
1 and NLRP3 with the upregulation of NLRP1 may cause an inflammatory imbalance in
TS patients. Our results may be relevant to aid in understanding the role of the

inflammasome complex in TS and future therapeutic strategies.
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Tables

Table 1. Genotype and allele distribution of IL-1/ gene polymorphism in TS and control
group.

SNPs TS n (%) Control n (%) Odds ratio (95% CI) p-value
rs16944
Alleles 184 290
A 84 (0.46) 176 (0.61)
G 100 (0.54) 114 (0.39) 1.83 (1.24-2.71) 0.001*
Genotypes 92 145
AA 22 (23.9) 55 (37.9)
AG 40 (43.5) 66 (45.5) 1.51 (0.77-3.01) 0.2
GG 30 (32.6) 24 (16.6) 3.09 (1.41-6.92) 0.002*

TS = Turner syndrome; CI = confidence interval; P < 0.05 was considered statistically significant.
*Significant difference using Fisher’s exact test.
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Table 2. Genotype and allele distribution of NLRP3 gene polymorphisms in TS and control
group.

SNPs TS n (%) Control n (%) Odds ratio (95% CI)  p-value
rs10754558
Alleles 168 240
G 104 (0.62) 148 (0.62)
C 64 (0.38) 92 (0.38) 0.98 (0.64-1.51) 1.0
Genotypes 84 120
GG 31 (36.9) 48 (40.0)
GC-CC 53 (63.1) 72 (60.0) 1.13 (0.61-2.11) 0.6
rs4925659
Alleles
G 135 (0.75) 189 (0.65)
A 45 (0.25) 103 (0.35) 0.61 (0.39-0.94) 0.02*
Genotypes 90 146
GG 45 (50.0) 64 (43.8)
GA 45 (50.0) 61 (41.8) 1.04 (0.58-1.86) 0.89
AA 0 (0) 21 (14.4) 0.00 (0.00-0.28) 7.645e-5

TS = Turner syndrome; CI = confidence interval; P < 0.05 was considered statistically significant.
*Significant difference using Fisher’s exact test.
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Table 3. Genotype and allele distribution of IL-74 and NLRP3 gene polymorphisms in TS

group.
SNPs TScasen (%) TS control (%) Odds ratio (95% CI)  p-value
rs16944 - IL-18
Alleles 56 128
A 25 (0.45) 59 (0.46)
G 31 (0.55) 69 (0.54) 1.05 (0.53-2.09) 0.8
Genotypes 28 64
AA 06 (21.4) 16 (25.0)
AG 13 (46.4) 27 (42.2) 0.78 (0.36-2.77) 0.7
GG 09 (32.1) 21 (32.8) 1.13 (0.36-3.59) 1.0
rs10754558- NLRP3
Alleles 54 114
G 30 (0.56) 74 (0.65)
C 24 (0.44) 40 (0.35) 1.47 (0.72-3.01) 0.3
Genotypes 27 57
GG 07 (25.9) 24 (42.1)
GC 16 (59.3) 26 (45.6) 0.47 (0.14-1.49) 0.2
CC 04 (14.8) 07 (12.3) 1.07 (0.22-5.83) 1.0
rs4925659 - NLRP3
Alleles 54 72
G 45 (0.83) 36 (0.5)
A 09 (0.17) 36 (0.5) 0.20 (0.07-0.49) 0.0001*
Genotypes 27 36
GG 18 (66.7) 0 (0)
GA 09 (33.3) 36 (100) 0 (0.00-0.07) 1.81e-09
AA 0 (0) 0 (0)

TS = Turner syndrome; Cl = confidence interval; P < 0.05 was considered statistically significant.
*Significant difference using Fisher’s exact test.
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Fig 1. Expression profile of NLRP1, NLRP3 and IL-14 in TS patients vs. healthy control
group (HC).
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Resumo

A terapia hormonal com estrogénio é recomendada em cerca de 90% das pacientes com
sindrome de Turner (ST) para induzir a puberdade e desenvolvimento de caracteristicas
sexuais femininas. O estradiol (E2) é o estrogénio mais estudado por seus efeitos
imunoregulatorios. Dessa forma, neste trabalho nds avaliamos a influéncia do 17p-estradiol
in vitro no perfil de expresséo dos genes NLRP3 e IL-/£ do inflamassoma e sua associagéo
com a imunoregulacdo em pacientes ST. O isolamento e cultura de PBMCs foi realizada
em oito pacientes ST (caso) e oito mulheres saudaveis (controle - CT), em quatro etapas
diferentes: (1) Cultura negativa (CN) - sem tratamento e sem estimulo; (2) Tratamento com
E2 (12 hrs); (3) E2 (12hrs) + estimulo de LPS (4hrs); (4) LPS (4hrs). O ensaio de
expressao génica foi realizado a partir de sondas fluorogénicas TagMan, através da qPCR.
Ao compararmos 0s niveis de expressdo génica nas amostras CN, observamos uma
regulacdo positiva de NLRP3 (FC=9.87) e negativa de IL-/f em ST (FC=-1.59)
comparadas ao CT. Nas amostras tratadas com E2, houve uma reducdo na expressdo de
NLRP3 comparado a amostra CN, mesmo permanecendo aumentada em ST (FC=2.02),
enquanto uma reducdo de IL-/p foi observada neste grupo (FC=-5.00). Uma regulacéo
negativa de NLRP3 (FC = -3.13) e IL-/p (FC = -2.21) foi observada na amostra de
pacientes ST/E2 quando comparado as amostras ST/CN. Nossos dados mostram que 0
17B-estradiol pode atuar na menor ativacdo dos genes do inflamassoma, consequentemente
participando do contexto imune e inflamatdria das pacientes ST.

Palavras-chave: estradiol; inflamassoma; IL-14; NLRP3; sindrome de Turner
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Introducéo

A Sindrome de Turner (ST) é a aneuploidia do cromossomo sexual mais comum no
sexo feminino, caracterizada por disturbios enddcrinos e metabdlicos, aumento do risco de
doengas autoimunes e inflamatorias crénicas (Davenport, 2010; Pinske, 2012). Uma
caracteristica importante na ST é a disgenesia gonadal com insuficiéncia de hormonios
sexuais decorrente de faléncia ovariana prematura, o que leva ao atraso no
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e infantilismo sexual (Gravholt et
al., 2017).

Apesar da puberdade espontanea estar presente em algumas meninas com ST, a
terapia hormonal com estrogénio ainda é recomendada em cerca de 90% das pacientes para
induzir puberdade, desenvolvimento de caracteristicas sexuais femininas, tamanho uterino
normal e pico de massa 0ssea (Gawlik et al., 2018; Gravholt et al., 2019). Os hormdnios
femininos tambem tém forte influéncia na producdo e funcionamento das células e
moléculas do sistema imunologico (Klein et al., 2016). Contudo, 0 mecanismo de
regulacdo imune por hormdnios esteroides ainda ndo é muito claro.

Entre os estrogénios, o 17p-estradiol (E2) é o horménio esteroide mais estudado por
seus efeitos regulatorios na resposta imune inata e adaptativa (Cunningham et al., 2014;
Stojic-Vukanic et al., 2015). O papel anti-inflamatdrio do E2 na imunidade inata envolve a
supressdo de citocinas pré-inflamatorias como interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-
1B) e fator de necrose tumoral oo (TNF-a)) por mondcitos e macrofagos. O estrogénio pode
regular também a expressdo de citocinas e quimiocinas como IL-10, IL-27, CXCL8 e
CCL2 (Kramer et al., 2004; Fish, 2008; Souza et al., 2021).

A resposta imune durante o processo inflamatoério causa a ativagdo transcricional de
citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatérios importantes. Os inflamassomas

sdo uma familia de receptores envolvidos na resposta imune que contém dominios de
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ligagdo a nucleotideos, repeticbes ricas em leucina (NLRs), dominios de pirina e estdo
relacionados a resposta ao estresse intracelular (Lamkanfi, 2011). O inflamassoma NLRP3
é um complexo multiproteico intracelular que consiste em NLRP3, ASC e procaspase 1. A
ativacdo do inflamassoma NLRP3 pode regular a producéo das citocinas pré-inflamatdrias,
como a IL-1p e IL-18 (Sutterwala et al., 2014; Man et al., 2015).

Até o momento, ainda ndo esta claro se as funcbes regulatorias imunoldgicas dos
estrogénios desempenham papéis fisiologicamente significativos no contexto imunolégico
e inflamatdrio da ST. No presente estudo, avaliamos a influéncia do 17p-estradiol in vitro
no perfil de expressdo génica do inflamassoma NLRP3 e IL-/ em pacientes com sindrome

de Turner.

Meétodos
Pacientes e controles

As pacientes foram recrutadas no Servico de Endocrinologia Pediatrica do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Nossa amostra de casos
compreendeu oito pacientes com diagnéstico de ST, com idade média de 18.5 anos (idades
variaram de 9 a 42 anos; SD£10.63). Dentre o grupo caso, quatro das pacientes ST
apresentaram alguma doenca inflamatéria crénica (DIC) (obesidade, dermatite e doenca
autoimune da tireoide). Para o grupo controle saudavel foram recrutadas oito mulheres
saudaveis com idade média de 27.65 anos (variando de 21 a 36 anos; SD+10.5), sem
historico de doencas autoimunes ou inflamatorias crénicas.

Os dados clinicos de cada paciente, incluindo histérico de autoimunidade e doenca
inflamatéria, foram obtidos dos prontuarios médicos. O diagnostico dessas condicBes
clinicas foi testado a partir do perfil clinico e de exames laboratoriais das pacientes

incluidas no estudo.
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Nosso estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (n° 32478820.0.0000.5208) e
da Empresa Brasileira de Servigcos Hospitalares (n° 32478820.0.3001.8807). Todos os
individuos (ou seus responsaveis legais) envolvidos na presente pesquisa concordaram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e participaram do estudo de

forma voluntaria, sem impacto no tratamento médico.

Isolamento e cultura de células mononucleares do sangue periférico

Para o0 isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), 15ml
de sangue venoso foram coletados de pacientes ST e controles, em tubos contendo
heparina como anticoagulante. As PBMCs de pacientes ST e controles foram isoladas
utilizando Histopaque - 1077 (Sigma). Uma quantidade de 5 x 10° PBMCs / pogo foi
cultivada em RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen,
Life Technology, EUA). PBMCs foram cultivadas em placas de 12 pocos e em incubadora

com 5% de CO,a 37 °C.

Tratamento in vitro com 17b-estradiol (E2) e estimulo de lipopolissacarideo (LPS)

O cultivo de PMBCs para cada individuo foi dividido em quatro etapas de
experimento: (1) Cultura negativa - sem tratamento e sem estimulo (24h); (2) Tratamento
com E2 (12h); (3) Tratamento com E2 (12h) + estimulo de LPS (4h), e (4) Estimulo de
LPS (4h). As células foram tratadas pelo tempo indicado com E2 (Sigma) na concentracdo
de 100uM. A inflamacgéo foi induzida por LPS (lipopolissacarideo) em uma concentracéo

de 50 ng/ml (Sigma) isoladamente ou em combinacdo com o respectivo E2.



87

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA
PBMCs de todos os individuos seguiram para extracdo de RNA realizada pela
metodologia de TriZol (Invitrogen) seguindo as instrugcdes do fabricante. Em seguidas as
amostras foram quantificadas por meio de espectrofotometria (Nanodrop 2000c-Thermo
Scientifc). Para a sintese de cDNA, a concentracdo total de RNA foi padronizada em
500ng para cada amostra, usando o Kit comercial para transcricdo reversa GoScript

(Promega), seguindo o protocolo padréo.

Ensaio de expressdo génica

O ensaio de expressdo foi realizado utilizando sondas fluorogénicas do tipo
TagMan para 0s genes alvo NLRP3 (Hs00918082_m) e IL-/4 (Hs01555410 m1). Quanto
ao controle enddgeno, o que apresentou maior estabilidade foi o gene de referéncia GUSB
(B-glucoronidase) (F-CTGTCACCAAGAGCCAGTTCCT e R-
GGTTGAAGTCCTTCACCAGCAG), realizado através da metodologia de SyBR Green.
Todos os ensaios foram realizados em equipamento ABI7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). As andlises foram realizadas com base nos valores do ciclo de

quantificacdo, enquanto os niveis de mMRNA foram calculados pelo método AACq.

Anélise estatistica

Os ensaios de expressdao génica foram realizados em duplicata técnica e 0s
resultados apresentados por média do grupo e desvio padrdo. As analises estatisticas foram
realizadas no software R, versdo 4.1.2. Para verificar a normalidade dos grupos foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk. Por fim, o teste paramétrico One-Way ANOVA foi

aplicado nas analises normalizadas, e o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis foi aplicado
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nas analises ndo normalizadas, considerando como estatisticamente significante p < 0,05

em um intervalo de confianga de 95%.

Resultados

As analises de expressdo génica relativa indicaram que na cultura celular negativa
24h, o gene NLRP3 apresentou um aumento significativo dos niveis de mRNA em
pacientes ST comparado ao grupo controle (FC = 9.87; p = 0.002) (Figura 1a). Em
contraste, uma regulacdo negativa foi observada na expressdo de IL-/ em pacientes ST

(FC = -1.59; p = 0.711) (Figura 1b).

Quando comparado ao grupo controle tratado com E2 (12h), os niveis de mRNA de
NLRP3 ainda permaneceram aumentados apos o tratamento com E2 (12h) em ST (FC =
2.04; p = 0.02291). Em contrapartida, uma regulacdo negativa foi observada na expresséo
de IL-/8 no grupo ST comparado ao grupo controle (FC = -5.0; p = 0.71), apds o
tratamento com E2 (12h).

Com relacdo as culturas de PBMCs que foram tratadas com E2 + LPS (12h + 4h,
respectivamente), um aumento nos niveis de mMRNA de NLRP3 (FC = 3.49; p = 0.057) e
IL-14 (FC = 1.58; p = 0.07) foi observado em ST comparado ao controle. Nas células que
receberam apenas o estimulo com LPS (4h), um aumento na expressdo de NLRP3 (FC =
3.59; p =0.018) e de IL-1p foi observado (FC = 1.03; p = 0.27) no grupo ST.

Além disso, nés comparamos 0s niveis de expressdo dos genes NLRP3 e IL-/p
dentro do grupo de pacientes ST (Figura 2). Nesse grupo, quatro pacientes desenvolveram
algum tipo de doenca inflamatéria crénica (DIC) e quatro ndo possuiam histérico de DIC.

Entretanto, ndo foi encontrada diferenca de expressdo nesses grupos de analise.
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Quando avaliamos a expressao génica na amostra total de pacientes ST (n=8) apds

o0 tratamento com E2, observamos uma regulacdo negativa da expressao de NLRP3 (FC = -
3.13; p = 0.29) e IL-1p (FC = -2.21; p = 0.96), comparado a cultura celular negativa
(Figura 3A). Além disso, outro dado importante da analise no grupo ST, é que também
encontramos uma expressdo génica negativa de NLRP3 e IL-/5 (FC =-1.25;p=0,76 e FC
= -1.03; p = 0.42, respectivamente) quando comparamos as amostras LPS+E vs. LPS

(Figura 3B).

Discusséo

Neste estudo, n6s demonstramos que 0s niveis de expressdo do gene NLRP3 estdo
aumentados na amostra de pacientes ST, embora uma diminuicdo de IL-/f tenha sido
observada nessas pacientes. Além disso, nossos dados mostraram que o 17B-estradiol
parece suprimir a expressao dos genes NLRP3 e IL-7/ na ST.

Em mulheres no geral, as fun¢Ges ovarianas tornam-se disfuncionais ou falham
gradualmente quando estdo na perimenopausa e, ap0s a menopausa, 0 nivel de estrogénio
cai repentinamente (Laven, 2015). Varios estudos tém utilizado ratas ovariectomizadas,
fornecendo um modelo experimental semelhante ao encontrado em mulheres na pds-
menopausa, a fim de estudar os efeitos do estrogénio em condic6es inflamatdrias crénicas
(Gomez Lopes et al., 2015; Cheng et al., 2018; Guan et al., 2020). Com base nesses
achados, também podemos hipotetizar, que este modelo experimental se assemelha ao que
ocorre na ST, visto que essas pacientes apresentam o hipogonadismo, em sua maioria,
necessitando de reposi¢do hormonal com E2 para o desenvolvimento da puberdade e outras
funcoes fisioldgicas (Gawlik et al., 2016).

Os inflamassomas sdo conhecidos por participar de respostas intracelulares a

patdgenos e estresse celular. Suas fungdes na resposta inata envolvidas na inflamacéo,
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doencas autoimunes e disturbios metabdlicos estdo sendo cada vez mais avaliadas
(Gattorno e Rubartelli, 2011; Wree et al., 2014).

O NLRP3 atua em um conjunto diversificado de PAMPs e DAMPs, 0 que pode
contribuir diferencialmente para a etiopatogenia de doencas inflamatérias através da
ativagdo do inflamassoma (Choulaki et al., 2015). A ativacdo do inflamassoma NLRP3,
que leva a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e piroptose, demonstrou estar envolvida
em doencas relacionadas ao sistema imunoldgico, como artrite reumatoide (AR), diabetes
tipo 2, aterosclerose e asma (Kim et al., 2017; Grebe et al., 2018; Shen et al., 2018).
Estudos demonstraram também que citocinas, como IL-1B, estdo aumentadas em ratas
ovariectomizadas e mulheres pos-menopausa (Chen et al., 2003; Shivers et al.,
2015). Mesmo apos a formagdo do complexo inflamassoma, a expresséo e traducdo do
gene IL-14 ou ativacdo ineficiente da caspase-1, podem alterar a secrecdo da citocina IL-1p
(Sakalyte et al., 2012).

No presente estudo, quando avaliamos a expressdo de NLRP3 e IL-/4 dentro do
grupo ST, comparando o grupo de pacientes com DIC e aquelas que ndo desenvolveram
tais condicdes, nds ndo encontramos diferencas significativas nos niveis de mRNA em
todas as etapas do cultivo celular.

Estudos demonstraram que a via de sinalizacdo do NLRP3 desempenha um papel
importante durante o desenvolvimento da inflamacdo mediada por E2. Thakkar et
al. (2016) mostraram que o E2 pode reduzir a ativacdo de NLRP3 e a producdo de
citocinas pré-inflamatorias no cérebro apds isquemia cerebral. Cheng et al. (2019) também
relataram que E2 inibiu acentuadamente a expressdao de NLRP3, atenuando o0 processo
inflamatério em tecido pulmonar. Além disso, foi demonstrado que em mulheres na pos-
menopausa, a diminuigdo dos niveis de E2 leva a regulacéo positiva do perfil de expresséo

de NLRP3/Caspase-1/IL-1p em uma condi¢do de inflamagdo, fornecendo evidéncias de
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que esta via do inflamassoma esta envolvida na perda éssea regulada por estrogénio (Guan
et al., 2020).

H& pouca informagdo sobre o efeito do estrogénio na expressdo do NLRP3, mas o
papel dos inflamassomas na resposta a diferentes estimulos ja foi descrito e sugere um
efeito inibidor por meio do NF-xB (Hsu et al., 2000; Pansiot et al., 2017). Além disso, foi
relatado o efeito antagonico cross-talk entre as vias NF-kB e ER (receptor de estrogénio),
demonstrando que o ER ativado por estrogénio tem a capacidade de suprimir os sinais de
NF-kB (Chadwick et al., 2005).

Nossos dados mostraram que apos o tratamento com E2, os niveis de NLRP3 ainda
permaneceram aumentados em ST, entretanto quando comparado ao grupo ST (sem
tratamento), uma reducdo nos niveis de mRNA dos genes NLRP3 e IL-/p foi observada.
Apesar de nossos resultados para essa analise ndo apresentar diferencas significantes,
podemos levar em consideracdo a significAncia biologica desses dados. Uma possivel
explicagcdo para que ocorra a diminui¢do dos niveis de NLRP3 diante do tratamento com
E2, é que o receptor de estrégeno ativo impede a acdo do NF-kB — fator de transcricao para
a expressdo do NLRP3 e outros genes — sendo assim, é possivel hipotetizar que ocorra uma
regulacdo negativa do inflamassoma, corroborando com dados encontrados anteriormente
acerca do papel do E2 na ativacao deste complexo (Biswas et al., 2005).

Nosso estudo mostrou que a expressao do inflamassoma NLRP3 estd aumentada
em PBMCs de pacientes ST e o E2 parece suprimir a expressao de NLRP3 e IL-1/ nessas

pacientes.
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Fig 1. Perfil de expressdo dos genes NLRP3 e IL-15 em pacientes ST e controle saudavel
(CT).
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5 Discussao geral

Uma em cada 2.500 meninas nascidas vivas € diagnosticada com
sindrome de Turner (ST), causada pela auséncia total ou parcial de um dos
cromossomos X (LARIZZA et al., 2009). A baixa estatura e disgenesia gonadal
sdo as caracteristicas clinicas mais frequentes. Ha também um risco aumentado
de desenvolver doencas autoimunes e inflamatérias cronicas. A prevaléncia de
autoimunidade aumenta com a idade, e mais de uma doencga autoimune pode
coexistir em uma paciente (MORTENSEN et al.,2009; GROSSI et al., 2013).

Em um estudo realizado por Wegiel et al. (2019) foi observado que cerca
de 64% das pacientes ST eram pré-puberes no momento do diagnéstico de
doencas autoimunes, onde tais condicbes ocorreram antes da exposi¢cdo ao
estradiol. A presenca de autoanticorpos, mas sem sintomas clinicos, sé foi
detectada apd6s a exposicdo hormonal. Os autores concluiram que a fraca
correlacdo positiva entre a idade de exposicdo ao estradiol e a idade de
diagnostico de doencas autoimunes pode sugerir que o0 histérico de
autoimunidade nesse grupo de pacientes ST estava relacionado ao inicio da
funcdo ovariana ou a terapia de reposi¢ao de hormonal.

Em nossa amostra, cerca de 36,95% das pacientes ST (média de idade
de 21 anos) apresentaram algum tipo de desordem imune e inflamatoria,
incluindo alopecia, doencas autoimunes da treoide, otite meédia crobnica,
dermatite, dislipidemia e obesidade. Resultados similares foram encontrados em
estudos anteriores, indicando uma frequéncia que variava de 20-50% em
pacientes com ST, dependendo da idade (JORGENSEN et al., 2010; AVERSA et

al., 2014; GAWLIK et al, 2018). Portanto, ndo podemos descartar o
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desenvolvimento tardio dessas desordens em nossas pacientes com ST
investigadas.

Além de fatores como a haploinsuficiéncia dos genes do cromossomo X e
padrao de inativacdo do X, outras causas podem contribuir para a autoimunidade
na ST, incluindo a producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias e
hipogonadismo com baixa producédo de estrogénios (GAWLIK et al., 2013). O
impacto dos estrogénios nas células do sistema imunolégico e na regulacédo de
citocinas pré-inflamatérias vem sendo investigado como fator de maior tendéncia
ao desenvolvimento de doencas autoimunes e inflamatérias em mulheres
(GOMEZ LOPES et al., 2015; LAVEN, 2015; CHENG et al., 2018; GUAN et al.,
2020).

Ainda que desequilibrio imunoldgico e inflamatério sejam evidenciados em
pacientes ST, 0S mecanismos geneéticos associados ndo estdo bem
estabelecidos. Este é o primeiro relato que avalia o perfil do complexo
inflamassoma em pacientes com ST.

Considerando a importancia do perfil de ativacdo do inflamassoma em
diversas doencas e objetivando identificar possiveis fatores genéticos
relacionados ao contexto inflamatdrio na ST, uma possivel associacdo entre 0s
polimorfismos nos genes IL-18 e NLRP3 do inflamassoma e o risco de
desenvolver desordens inflamatorias em pacientes ST foi realizada no presente
trabalho. Adicionalmente, a avaliacdo do perfil de expressdo dos genes IL-18,
NLRP3 e NLRP1 em mRNA de leucdcitos totais foi realizada em pacientes com
ST e controles saudaveis.

Na presente analise, avaliando o polimorfismo IL-78 rs16944 (A>G),

diferencas significantes na distribuicdo do alelo G (p=0,001, OR=1,83, 95% CI
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1,24-2,71) e genodtipo GG (p=0,002, OR=3,09, 95% CI 1,41-6,92) foram
observadas em pacientes com ST em comparacdo com o controle saudavel.
Apesar de estudos anteriores relatarem a associacdo do polimorfismo IL-18
rs16944 com o risco de desenvolver uma série de desordens inflamatorias
(YAMAMOTO-FURUSHO et al., 2011; STEFANIDIS et al., 2014; LAGHA et al.,
2015; TRIPATHI et al.,, 2015; TAYEL et al.,, 2018), em nosso estudo quando
avaliamos a presenca deste polimorfismo no grupo ST (caso e controle), nés nao
encontramos associacdo com a presenca de desordens inflamatrias em nossa
amostra (p>0.05).

Em relacdo ao NLRP3 rs10754558 (G>C), ndo houve diferencas nas
frequéncias alélicas ou genotipicas (p=1,0 e p=0,6, respectivamente) entre ST e
controles, bem como no grupo ST (caso e controle) (p>0.05). Entretanto,
diferentes estudos tém apontado uma relacédo desse polimorfismo genético como
fator de risco a diferentes doencas (HITOMI et al., 2009; PONTILLO et al., 2010;
GUO et al., 2015). Em contrapartida, ndés observamos diferencas na distribuicao
alélica e genotipica em NLRP3 rs4925659 entre o grupo ST e controle (p=0,02 e
p=7,645-5, respectivamente), bem como no grupo ST caso e controle, sugerindo
um papel protetor desse polimorfismo no desenvolvimento de desordens
inflamatorias nessas pacientes.

No que se refere as andlises de expressdo em mRNA de leucdcitos totais,
nos observamos que os genes IL-78 e NLRP3 séo regulados negativamente no
grupo ST comparado com o controle (FC=-6.78 e FC=-15.73-FC,
respectivamente). Em contraste com esses dados, estudos recentes indicam que
os niveis de IL-18, NLRP3 e NLRP1 estdo aumentados em varias doengas de

condicao inflamatéria (LEE et al., 2013; ADDOBBATI et al., 2018; GUO et al.,
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2018; ZHAO et al.,, 2018). Resultados semelhantes aos encontrados na
literatura foram observados no presente estudo, uma vez que NLRP1 foi
regulado positivamente em pacientes com ST (FC=21.5).

A andlise de expressdo dos genes NLRP3 e IL-18 também foi realizada
utilizando outro tipo celular, as PBMCs, as quais receberam tratamento com E2 e
estimulo com LPS, a fim de investigarmos diferengas na expressdo dos genes
avaliados e o perfil de ativacdo do inflamassoma em pacientes ST em diferentes
condicBes. Nossos resultados mostraram que ao compararmos o grupo ST com 0
controle saudavel, a cultura negativa apresentou um aumento na expressao de
NLRP3 e reducéo de IL-183 no grupo ST (FC=9.87 e FC=-1.59, respectivamente).

Adicionalmente, quando comparamos a expressao génica nos grupos ST e
controles tratados com E2 (12h) ainda foi observada uma regulacdo positiva de
NLRP3 (FC = 2.04), contudo uma expressao negativa de IL-718 (FC = -5.0) em ST.
Além disso, em culturas tratadas e com estimulo E2 + LPS (12h + 4h,
respectivamente), a expressdo de NLRP3 (FC = 3.49) e L-18 (FC = 1.58)
permaneceram aumentadas em ST. Como esperado, as culturas que receberam
apenas o estimulo de LPS (4h), NLRP3 (FC = 3.59; p =0.018) e de IL-18 (FC =
1.03; p = 0.27) apresentaram regulacdo positiva no grupo ST comparado ao
controle.

A ativacdo do inflamassoma NLRP3, com consequente liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias como a IL-1p3, esta envolvida em doencas relacionadas
ao sistema imunologico (KIM et al., 2017; GREBE et al., 2018; SHEN et al., 2018).
Héa vérios relatos que demonstram a influéncia do estradiol na modulacdo do
inflamassoma NLRP3 e seu papel importante em doencas inflamatérias

(THAKKAR et al., 2016; CHENG et al., 2019; GUAN et al., 2020)
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Em relacdo a estratificagdo da amostra ST em casos e controles, nds ndo
encontramos diferencas de expressdo significativas nesse grupo de analise,
contudo podemos levar em consideragdo significancia biolégica. Neste grupo de
analise, n0s observamos uma regulacédo negativa da expressao de NLRP3 (FC = -
3.13; p = 0.29) e IL-18 (FC = -2.21; p = 0.96) apos o tratamento com E2 (12h),
guando comparado a cultura celular negativa em ST casos vs, ST controle. Além
disso, encontramos uma expressao génica negativa de NLRP3 e IL-18 (FC = -
1.25; p =0,76 e FC = -1.03; p = 0.42, respectivamente) quando comparamos as
amostras LPS+E vs. LPS.

Estudos sugerem que o estrogénio desempenha um efeito inibidor por meio
do fator de trasncricdo NF-kB, com isso modulando a expressao do NLRP3 (HSU
et al., 2000; PANSIOT et al., 2017). Sendo assim, essa hipotése pode explicar a
regulacdo negativa de NLRP3 diante do tratamento com E2 em nossa amostra
com ST.

E importante salientar que no presente estudo, nés abordamos a analise de
expressdo génica em tipos celulares e em diferentes condi¢cdes. Levando em
consideracdo o resultado da resposta do estrogénio no sistema imunoldgico,
naturalmente pode ocorrer variagcdo dependendo do nivel de estrogénio, tipo de
célula, estado de ativacdo das células, ambiente local e contexto experimental
(KHAN e ANSAR AHMED, 2016).

Nesse trabalho concluimos que ha uma distribuicdo diferencial de
polimorfismos nos genes IL-718 e NLRP3 em pacientes com ST. Além disso,
alteracdes no perfil de expressao dos genes do inflamassoma podem causar um
desequilibrio inflamatério nessas pacientes. Também sugerimos que o E2 parece

desempenhar um papel na expressao dos genes IL-18 e NLRP3 na ST. Nossos
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resultados podem ser relevantes para auxiliar na compreensdo do papel do

complexo inflamassoma e futuras estratégias terapéuticas.
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6 Conclusdes
1. Nossos resultados indicaram uma distribuicdo diferencial do polimorfismo
rs16944 IL-18 em pacientes ST com relacdo ao grupo controle. Em
contraste, ndo foram observadas diferencas na distribuicdo de rs10754558

e rs4925659 NLRP3 nos casos e controles.

2. Nao foi possivel associar a presenca dos polimorfismos IL-18 rs16944
(A>G), NLRP3 rs10754558 (G>C) e rs4925659 (G>A) com desordens

inflamatdrias em pacientes ST.

3. A andlise de expressdo génica em mRNA de leucdcitos totais, permitiu
identificar que IL-78 e NLRP3 sao regulados negativamente em pacientes
ST comparado com o controle. Em contrapartida, NLRP1 esta regulado
positivamente em pacientes ST. Nossos dados sugerem que diferencas no
perfil de expressdo dos genes do inflamassoma podem causar um

desequilibrio inflamatorio nessas pacientes.

4. Nossos dados sobre a analise de expressdo génica em mRNA de PMBCs
mostraram que nas amostras sem tratamento com E2 e sem estimulo de
LPS, a expressdo do gene NLRP3 esta regulada positivamente e IL-18
negativamente em pacientes ST comparado ao grupo controle. Além disso,
as amostras de pacientes ST tratadas com E2 apresentaram reducédo na
expressao destes genes, comparado ao controle. As amostras que
receberam tratamento e estimulo com LPS permaneceram com regulagéo

génica positiva nas pacientes ST.
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5. A partir da analise de expressdo génica em mRNA de PMBCs com e sem
tratamento/estimulo, ndo foi possivel encontrar diferencas de expressao
dos genes NLRP3 e IL-718 em pacientes ST que desenvolveram desordens
inflamatoérias comparadas as que ndo desenvolveram tais condi¢cdes. Em
contrapartida, o grupo ST no geral, apds tratamento com E2, apresentou
uma reducdo na expressao destes genes comparados as amostras CN.
Nossos resultados sugerem que o E2 parece desempenhar um papel
importante na modulagdo do inflamassoma na ST, auxiliando na
compreensao do papel deste complexo no contexto inflamatorio destas

pacientes.
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