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RESUMO 

 

Desregulações em monócitos podem estar relacionadas ao aumento e cronicidade da 

inflamação e, consequentemente, no desenvolvimento de Artrite Reumatoide (AR) em 

alguns indivíduos. No entanto, ainda são incipientes os estudos que verificam alterações no 

perfil transcriptômico e epigenético nessas células. O presente estudo avaliou a expressão 

dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 e miRNAs (miR194-5p, miR124a-3p, miR-9-

5p e miR-340-5p) em monócitos de pacientes com AR e controles saudáveis a fim de 

elucidar o papel destes no desenvolvimento e patogênese da doença e sua relação com a 

inflamação. Nossos resultados mostraram uma significativa diminuição da expressão do 

IRAK3 em pacientes comparados aos controles (Fold Change (FC) = -1,63, p = 0,054) e em 

pacientes com alta atividade da doença comparados aos com baixa atividade (FC = -1,78, p 

= 0,030), indicando uma influência deste gene no desenvolvimento e gravidade da AR. Em 

relação às análises dos miRNAs, os miR194-5p e miR-9-5p foram mais expressos em 

pacientes tratados com prednisona, indicando um efeito da estratégia de tratamento sobre a 

modulação desses miRNAs (FC = -2,31; p = 0,031; FC = -3,05; p = 0,031, respectivamente). 

Ainda observamos uma super expressão dos genes TRAF6 e NFKB1 concomitante a super 

expressão dos miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p (p < 0,001). Finalmente, observamos 

uma correlação moderada entre o miR-124-3p e IL-6 (r = 0,46; p = 0,033). Em suma, pôde-

se observar uma relação entre a expressão do gene IRAK3 com a AR e um efeito da 

prednisona sobre a expressão dos miR-194-5p e miR-9-5p.  Além disso, os miRNAs parecem 

ter um papel regulatório nos genes TRAF6 e NFKB1.  

 

Palavras-chave: IRAK3, MYD88, TRAF6, NFKB1, miRNAs, monócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Dysregulations in monocytes can be related to the inflammation increase and chronicity and, 

consequently, to the Rheumatoid Arthritis (RA) development in some individuals. However, 

studies that evaluated changes in the genetic and epigenetic profile of these cells are 

incipient. The present study evaluated the expression of MYD88, IRAK3, TRAF6 and NFKB1 

genes and miRNAs (miR194-5p, miR124a-3p, miR-9-5p and miR-340-5p) in monocytes 

from RA patients and healthy controls in order to elucidate their role in the development and 

pathogenesis of the disease and their relationship with inflammation. Our results showed a 

significant decrease in IRAK3 expression in patients compared to controls (Fold Change 

(FC) = -1.63, p = 0.054) and in patients with high disease activity compared to those with 

low activity (FC = -1.78, p = 0.030), indicating an influence of this gene on the RA 

development and severity. Regarding the analysis of miRNAs, miR194-5p and miR-9-5p 

were more expressed in patients treated with prednisone, indicating an effect of the treatment 

strategy on the modulation of these miRNAs (FC = -2.31; p = 0.031; FC = -3.05; p = 0.031, 

respectively). We also observed an overexpression of the TRAF6 and NFKB1 genes 

concomitant with the overexpression of miR-194-5p, miR-9-5p and mi-340-5p (p < 0.001). 

Finally, we observed a moderate correlation between miR-124-3p and IL-6 (r = 0.46; p = 

0.033). In summary, it was possible to observe a relationship between the expression of the 

IRAK3 gene with RA and an effect of prednisone on the expression of miR-194-5p and miR-

9-5p. Furthermore, miRNAs appear to have a regulatory role in the TRAF6 and NFKB1 

genes. 

Keywords: IRAK3, MYD88, TRAF6, NFKB1, miRNAs, monocytes. 
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SAM S-adenosilmetionina 

SMD Standardized mean difference 



 

STAT4 Signal transducer and activator of transcription 4 

TAB TAK1-associated binding protein 

TET ten eleven translocation 

TLR Toll-Like Receptor 

TNFAIP3 TNF Alpha Induced Protein 3 

TNFα Fator de Necrose Tumoral α 

TRAF1-C5  tumor necrosis factor-receptor associated factor 1/complement 

component 5 

TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 

TRBP TAR RNA-binding protein 

tsDMARD drogas modificadoras de doença alvo específicas  

TSS transcriptional start site 

Ub ubiquitinação (modificação pós-traducional) 

Ubc13 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 13 

Uev1a Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 

VHS Velocidade de Hemossedimentação 
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1  INTRODUÇÃO 

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doença complexa e progressiva, caracterizada pela 

inflamação de tecidos sinoviais e desregulação de diversas citocinas e outras moléculas 

relacionadas ao processo inflamatório. Modificações epigenéticas podem atuar sobre o controle 

da expressão desses genes e, portanto, também podem estar relacionadas ao processo 

inflamatório. O conhecimento do perfil de expressão de genes e modificações epigenéticas de 

doenças complexas pode ter implicações diretas na prática clínica, uma vez que alterações 

nesses perfis podem ser utilizadas como biomarcadores de diagnóstico, prognóstico, gravidade 

da doença e resposta terapêutica.  

As alterações na expressão de genes e modificações epigenéticas são célula-específicas, 

no entanto, ainda são incipientes os estudos que avaliem os genes diferencialmente expressos e 

o perfil epigenético em tipos celulares específicos do sistema imune, como os monócitos, que 

podem influenciar significativamente a inflamação e dano tecidual na AR. Muitos mediadores 

inflamatórios são expressos por monócitos, responsáveis pela defesa primária dos organismos 

e que representam aproximadamente 10-20% dos leucócitos do sangue periférico. Os 

monócitos desempenham funções regulatórias e efetoras no processo inflamatório da AR 

respondendo a diversos mediadores que estão altamente expressos no soro e fluido sinovial dos 

pacientes, sendo comumente ligados ao dano tecidual da AR.  

O Myd88 (do inglês, Myeloid differentiation primary response 88) é uma molécula 

adaptadora relacionada a receptores Toll-like (TLRs) expressa em monócitos e capaz de induzir 

vias de transdução de sinal, com indução de proteínas como TRAF6 (do inglês, TNF receptor-

associated factor 6) e o fator de transcrição NFκB (do inglês, Nuclear Factor Kappa B) que, 

por sua vez, aumentam a inflamação, podendo levar a injúria tecidual. Além disto, uma 

molécula da família IRAK (do inglês, Interleukin-1 receptor associated kinase), a IRAK3, 

produzida principalmente em monócitos, é capaz de promover uma quebra da interação do 

Myd88 com os fatores downstream e pode ter um efeito inibitório no processo inflamatório. 

As moléculas MyD88, IRAK3, TRAF6 e NFκB fazem parte de importantes cascatas 

inflamatórias e foram encontrados em altos títulos na membrana sinovial e sangue periférico de 

pacientes com AR, no entanto ainda são incipientes os estudos que avaliam o mecanismo dessa 

desregulação. Desregulação na expressão dessas moléculas podem ser decorrentes de alterações 

epigenéticas nos genes que as produzem e na sua modulação pós-transcricional. Dessa forma, 

nossa hipótese é a expressão de micro-RNAs (miRNAs) podem modular a expressão destes 

genes em monócitos e influenciar a inflamação, além do desenvolvimento e patogênese da 
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doença. Diante do exposto, o presente estudo avaliou alterações no padrão de expressão dos 

genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1, bem como dos miRNAs interferentes nesses genes 

em pacientes com AR e sua relação com o desenvolvimento e patogênese da doença, além de 

avaliar a influência desses genes e miRNAs sobre os níveis plasmáticos de citocinas.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 ARTRITE REUMATOIDE 

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doença autoimune, crônica e progressiva 

caracterizada pela presença de sinovite poliarticular que causa dor, inchaço, rigidez e 

deformidades nas articulações. As principais características da AR são as inflamações erosivas 

e simétricas nas articulações (SMOLEN, J. S. et al., 2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018) 

(Figura 1).  

Figura 1. Manifestações clínicas da Artrite Reumatoide. a) inchaço nas articulações metacarpofalângicas e 

interfalângicas proximais; b) diversas deformidades incluindo subluxação das articulações metacarpofalângicas, 

deformidade de pescoço de cisne em muitos dedos; c) deformidades nas articulações do tornozelo e do pé; d) 

articulação normal; e) erosão óssea e estreitamento do espaço articular; f) deformidades do tipo pencil-in‑cup; g) 

destruição do raio distal e ulna distal; h) presença de nódulos reumatoides.  

 

Fonte: SMOLEN et al. (2018) 

A AR afeta cerca de 0,5 a 1% da população mundial (TOBÓN; YOUINOU; SARAUX, 

2010) e nos Estados Unidos, no ano de 2014, foi estimado que existiam 1,28-1,36 milhões de 

adultos com a doença (HUNTER et al., 2017). No Brasil, no entanto, a prevalência pode variar 

de 0,2 a 1%, dependendo da região demográfica (GOELDNER et al., 2011; MARQUES NETO 

et al., 1993). A prevalência da AR é maior em mulheres com uma taxa média de 3 mulheres 

afetadas para cada homem afetado (DA ROCHA CASTELAR-PINHEIRO et al., 2018; 

SMOLEN, Josef S. et al., 2018). 

No Brasil, um estudo multicêntrico desenvolvido mostrou que o tempo entre o 

surgimento dos primeiros sintomas e o diagnóstico da AR varia de 1 a 457 meses (DA ROCHA 

CASTELAR-PINHEIRO et al., 2018) e o que pode impactar significativamente a qualidade de 



23 

 

 

 

vida dos pacientes com a doença, uma vez que os dois primeiros anos são cruciais para impedir 

o dano articular permanente (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). 

Estudos estimam que 40-50% dos pacientes com AR desenvolvem limitações que os 

impede de trabalhar e realizar tarefas cotidianas básicas, causando prejuízos individuais, sociais 

e econômicos (DE AZEVEDO; FERRAZ; CICONELLI, 2008; GOELDNER et al., 2011). A 

etiologia da AR não é claramente definida, mas estudos apontam para diversos fatores de risco, 

como predisposição genética, alterações epigenéticas e influências ambientais (BALLESTAR, 

2011; MACGREGOR et al., 2000). A investigação de fatores associados à etiologia e 

patogênese da doença pode contribuir com terapias mais eficazes, formas mais rápidas de 

diagnóstico e acompanhamento da progressão da doença, promovendo assim uma melhora da 

qualidade e expectativa de vida do indivíduo portador da AR (DIOGO; OKADA; PLENGE, 

2014; SMOLEN, Josef S. et al., 2018). 

 

2.1.1 Diagnóstico 

Os critérios de classificação mais comumente utilizados para o diagnóstico da AR são 

o ACR (American College of Rheumatology) (ARNETT et al., 1988) e o EULAR (European 

League Against Rheumatism) (ALETAHA, Daniel et al., 2010). Eles consistem em uma lista 

com diversos itens que incluem manifestações clínicas associadas à análises bioquímicas, como 

a detecção de autoanticorpos e proteínas de inflamação de fase aguda (SMOLEN, Josef S. et 

al., 2018).   

Os critérios elaborados pelo ACR levam em conta com sinais e sintomas que podem 

estar ausentes no início da doença, por isso, a partir de 2010 estão sendo utilizados 

conjuntamente com os critérios elaborados pelo EULAR, que levam em consideração uma 

sintomatologia em sua fase inicial e de curta duração, o que possibilitou um diagnóstico mais 

preciso da doença (ALETAHA, Daniel et al., 2010).  

Os critérios do ACR e EULAR estão descritos nas Tabela 1 e 2. Ainda hoje, existe uma 

busca na eficiência do diagnóstico da AR, principalmente porque as características clínicas 

avaliadas são similares a outras doenças articulares e, na AR inicial não é frequente encontrar 

os marcadores séricos específicos, dificultando o diagnóstico (GOELDNER et al., 2011; 

SMOLEN, Josef S. et al., 2018). 
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Tabela 1 Critérios de diagnóstico da Artrite Reumatoide elaborado pelo ACR (American College of 

Rheumatology)  

Critérios para o diagnóstico de Artrite Reumatoide  

1 Rigidez Matinal - Rigidez nas articulações e no seu entorno durante, pelo menos, uma hora 

até uma melhora completa. 

2 Inflamações articulares em três ou mais áreas - Inflamações recorrentes em, pelo menos, 

três áreas de articulação com edema nas partes moles ou derrame do líquido articular. 

3 Inflamações articulares das mãos ou punhos 

4 Inflamações articulares simétricas - Inflamação das mesmas articulações nos dois lados do 

corpo simultaneamente. 

5 Nódulos reumatoides - Nódulos subcutâneos localizados sobre proeminências ósseas ou em 

regiões próximas das articulações. 

6 Fator reumatoide (FR) sérico - Grupos de anticorpos característicos presente no sangue da 

maioria das pessoas com AR. 

7 Alterações radiológicas - Evidências radiográficas de erosões ou descalcificações articulares 

das mãos e dos punhos. 

Diagnóstico de Artrite Reumatoide: O indivíduo deve apresentar no mínimo 4 critérios pelo período 

mínimo de 6 semanas 

Fonte: ARNETT et al., 1988 

 

Tabela 2 Critérios de diagnóstico da Artrite Reumatoide elaborado pelo EULAR (European League Against 

Rheumatism)  

Critérios para o diagnóstico de Artrite Reumatoide 

1 Articulações envolvidas 

1 Grande articulação = 0 

2-10 Grandes articulações = 1 

1-3 Pequenas articulações = 3 

 >10 articulações (com pelo menos 1 pequena articulação) = 4 

2 Sorologia 

FR e Anti-CCP negativo = 0 

Baixa positividade de FR ou Anti-CCP = 2 

Alta positividade de FR ou Anti-CCP = 3 

PCR e VHS normais = 0 

PCR ou VHS anormais = 1 

3 Duração dos sintomas 

< 6 semanas = 0 

≥ 6 semanas = 1 
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Diagnóstico de Artrite Reumatoide: O indivíduo deve apresentar pontuação maior que 6. 

FR: Fator reumatoide; Anti-CPP: Anti-Peptídeo cíclico citrulinado; VHS: Velocidade de 

Hemossedimentação 

Fonte: ALETAHA et al., 2010 

Além do diagnóstico, é muito importante acompanhar a atividade e gravidade da doença, 

uma vez que a partir disto, é possível adequar terapias e intervenções que melhorem a qualidade 

de vida do paciente (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 2015; CIECHOMSKA; ROSZKOWSKI; 

MASLINSKI, 2019; SMOLEN, Josef S et al., 2017). Os índices utilizados para avaliar a 

atividade da doença, mensuram dados como a contagem de articulações (inchadas e dolorosas), 

níveis séricos de proteínas de fase aguda como PCR (Proteína C reativa) e VHS (Velocidade 

de Hemossedimentação), e consideram a avaliação global do paciente quanto a seu estado de 

saúde e avaliação do reumatologista (ALETAHA, D.; SMOLEN, 2005; MEDEIROS et al., 

2015).  

Um dos primeiros índices de atividade ainda hoje avaliado é o DAS28 (do inglês, 

Disease Activity Score 28 joints) (PREVOO et al., 1995) que utiliza uma fórmula incluindo raiz 

quadrada de logaritmo neperiano (MEDEIROS et al., 2015). Felizmente algumas plataformas 

online realizam o cálculo sem maiores dificuldades como disponibilizado na plataforma 

Rheumakit “<https://www.rheumakit.com/en/calculators/das28>”, que considera 28 

articulações dolorosas e edemaciadas, bem como o VHS e avaliação global do paciente, e 

estratifica os pacientes com atividade da AR em remissão (<2.6), baixa (≥2.6 e <3.2), moderada 

(≥3.2 and ≤5.1) e alta (>5.1) (PREVOO et al., 1995).  

Um outro índice bastante utilizado é o CDAI (do inglês, Clinical Disease Activity Index) 

(ALETAHA, D.; SMOLEN, 2005) onde é feita uma avaliação clínica das mesmas 28 

articulações avaliadas no índice DAS28, porém sem os critérios bioquímicos (PCR e VHS) 

associados. Neste índice é realizada uma contagem direta das articulações, não necessitando de 

softwares específicos para o cálculo, que podem ser complicados de administrar na prática 

clínica (SMOLEN et al., 1995). No CDAI, a atividade da doença também é estratificada em 

remissão (0 a < 2.8), baixa (≥ 2.8 e ≤10), moderada (>10 a ≤22) e alta (>22). Na figura 2 estão 

descritas as articulações avaliadas nos pacientes com AR nos índices DAS28 e CDAI. 
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Figura 2 Articulações avaliadas nos índices de atividade DAS28 (do inglês, Disease Activity Score 28 joints) e 

CDAI (do inglês, Clinical Disease Activity Index) de pacientes com artrite reumatoide.  

 

Fonte: Plataforma Rheumakit (<https://www.rheumakit.com/en/calculators/das28>). 

 

2.1.2 Tratamento 

 

O tratamento da AR é baseado principalmente em diretrizes do EULAR (SMOLEN, J. 

S. et al., 2010; SMOLEN, Josef S et al., 2017) e, recentemente a Sociedade Brasileira de 

Reumatologia também divulgou suas recomendações que são focadas principalmente no 

gerenciamento da terapia de pacientes brasileiros, o que tem se destacado no cenário mundial 

(MOTA et al., 2018).  Ambas as instituições recomendam que o tratamento da AR deve ser 

multidisciplinar, isto é, considerando medidas farmacológicas e não farmacológicas, 

acompanhamento de hábito de vida e outros fatores(MOTA et al., 2018; SMOLEN, J. S. et al., 

2010). Entre as medidas não farmacológicas, a fisioterapia e o tratamento cirúrgico podem 

minimizar os danos causados pela doença (GOELDNER et al., 2011).  

Em relação as medidas farmacológicas adotadas, é importante enfatizar que o objetivo 

é manter o indivíduo em uma remissão clínica sustentada ou com baixos níveis da atividade da 

doença, mensurados por índices de atividade como DAS28 e CDAI (MOTA et al., 2018; 

SMOLEN, J. S. et al., 2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Existem  três principais classes 

de drogas utilizadas no tratamento da doença, entre elas, drogas modificadoras da doença 

sintéticas convencionais (csDMARD), drogas modificadoras da doença biológicas (bDMARD) 

e drogas modificadoras de doença alvo específicas (tsDMARD) (MOTA et al., 2018).  



27 

 

 

 

As csDMARDs são pequenas drogas químicas que normalmente tem seu modo de ação 

pouco conhecido, mas efetivamente diminuem a inflamação (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). 

Entre os csDMARDs, destacam-se o metotrexato (MTX), que inclusive faz parte da primeira 

estratégia de tratamento pacientes com AR ativa (MOTA et al., 2018; SMOLEN, J. S. et al., 

2010), além da leflunomida, sulfassalazina e medicamentos antimaláricos (hidroxicloroquina e 

cloroquina) (MOTA et al., 2018). 

Os bDMARDs normalmente são anticorpos monoclonais que atuam com um alvo 

biológico específico comumente solúvel no meio extracelular ou associado a membrana celular 

(SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Entre os principais bDMARDs estão inibidores de TNF 

(adalimumab, certolizumab, etanercept, golimumab, infliximab), moduladores de linfócitos T 

(abatacept), anti-CD20 (rituximab) e bloqueadores do receptor de IL-6 (tocilizumab) (MOTA 

et al., 2018). Os bDMARDs têm como alvo as principais citocinas expressas na AR, porém 

cada droga utilizada pode bloquear apenas uma das citocinas presentes no soro do paciente ou 

seu receptor, assim, outras citocinas redundantes podem atuar mantendo um grau de 

inflamação.  

A mais recente classe de drogas são os tsDMARDs, que têm como alvo moléculas Janus 

kinase (Jak), uma importante molécula de sinalização intracelular envolvida na transcrição de 

diversas proteínas, incluindo muitas citocinas inflamatórias (HODGE et al., 2016). Os 

tsDMARDs normalmente são usados quando os csDMARDs e bDMARDs falham no controle 

da doença (SMOLEN, Josef S et al., 2017; SMOLEN, Josef S. et al., 2018).  

É importante notar também que os DMARDs são associados a corticoides como, 

prednisona, e podem ser administrados em combinação para uma melhor eficiência do 

tratamento no paciente (MOTA et al., 2018; SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Um resumo dos 

principais modos de ação dos DMARDs está descrito na Figura 3. 
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Figura 3 Moléculas envolvidas na patogênese da Artrite Reumatoide e as drogas modificadoras da doença 

(DMARDs). Os medicamentos utilizados estão descriminados dentro de caixas de texto e indicam as moléculas 

onde se ligam e bloqueiam. Inibidores de TNF e inibidores de IL-6R atuam se ligando e bloqueando citocinas 

plasmáticas; Inibidores de C80, CD86 atuam em macrófagos e impedem a apresentação de antígenos para 

linfócitos T; Drogas anti-CD20 atuam bloqueando células B e impedindo a produção de autoanticorpos; Inibidores 

de Jak atuam inibindo a sinalização pela via Janus Kinase principalmente em células residentes da sinovia.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Smolen et al. (2018). 

Devido à gravidade da sintomatologia da AR, o diagnóstico precoce e tratamento eficaz 

são extremamente importantes para o controle da atividade da doença e dos seus sintomas 

(ALETAHA, Daniel et al., 2010). Estudos têm sido realizados a fim de compreender inclusive 

o perfil genético e epigenético dos pacientes que podem impactar a resposta ao tratamento 

(DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN, 2017; FRANK-BERTONCELJ; KLEIN; GAY, 2017; 

GUO; LI, 2016; TRENKMANN et al., 2010; ZHU, Xiaowei et al., 2019). 

 

2.1.3 Fatores de risco associados a AR 

A AR é uma doença multifatorial, sendo assim, diversos gatilhos são responsáveis pelo 

desencadeamento da doença (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Um dos principais fatores 
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associados a AR é a predisposição genética. Estudos de herdabilidade, que estimam a 

contribuição dos componentes genéticos para o desfecho de AR, indicam uma contribuição 

genética em torno de 60%, embora gêmeos monozigóticos apresentem uma taxa de 12-15%, 

indicando que outros fatores não codificantes também estão relacionados ao seu 

desenvolvimento (MACGREGOR et al., 2000; SMOLEN, Josef S. et al., 2018; VAN DER 

WOUDE et al., 2009).   

O primeiro componente genético influente na AR descoberto há aproximadamente 

quatro décadas foi o HLA (do inglês, Human leukocyte antigen). O HLA refere-se a moléculas 

envolvidas no reconhecimento de antígenos e é subdividida em classe Ia, contendo os genes 

que codificam antígenos “clássicos” do HLA (HLA-A, B e C), já a classe Ib codifica 

principalmente os genes do HLA-E, HLA-F e HLA-G (GRUEN; WEISSMAN, 1997; SHIINA; 

INOKO; KULSKI, 2004). A região de classe II compreende os genes HLA-DR, DQ e DP. O 

HLA-DRB1 é um gene que possui diferentes alelos associados a AR e estima-se que ele seja 

responsável por aproximadamente 30-50% do risco genético para o desenvolvimento da doença 

(GREGERSEN; SILVER; WINCHESTER, 1987; OKADA et al., 2019). Com o avanço das 

técnicas de sequenciamento e mapeamento genômico, foi possível identificar muito mais genes 

associados ao desenvolvimento da doença durante as últimas décadas como, por exemplo, o 

PTPN22 (do inglês, Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22), o TNFAIP3 (do 

inglês, TNF Alpha Induced Protein 3), o TRAF1-C5 (do inglês, tumor necrosis factor-receptor 

associated factor 1/complement component 5), o STAT4 (do inglês, Signal transducer and 

activator of transcription 4), o IRAK1 (do inglês, Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) e 

muitos outros, sendo atualmente identificados mais de 50 genes associados à AR (HA, Eunji; 

BAE; KIM, 2020; OKADA et al., 2019; STAHL et al., 2012; YAMAMOTO, Kazuhiko et al., 

2015).  

Considerando os fatores étnicos, é possível verificar que diferentes etnias, como a 

europeia e asiática, por exemplo, possuem algumas diferenças em componentes genéticos 

relacionados a AR, embora a maior parte dos estudos GWAS (do inglês, Genome-Wide 

Association Study) relacionem os mesmos genes independente da etnia dos pacientes do estudo 

(HA, Eunji; BAE; KIM, 2020; ONUORA, 2021; YAMAMOTO, Kazuhiko et al., 2015). Um 

resumo histórico dos genes relacionados à susceptibilidade da AR foi feito por Yamamoto et 

al. (2015) e está descrito na figura 4. 
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Figura 4 Linha do tempo indicando os genes cujos alelos estão relacionados a predisposição à susceptibilidade da 

AR identificados em estudos de GWAS (do inglês, genome-wide association studies) em populações de 

ascendência europeia e asiática.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Yamamoto et al. (2015). 

Em populações latino-americanas, no entanto, são escassos os estudos que avaliam os 

componentes genéticos relacionados a AR de maneira mais robusta, como análises de GWAS 

(CASTRO‐SANTOS; DÍAZ‐PEÑA, 2016). Grande parte do conhecimento sobre variantes 

genéticas relacionadas a doença nestas populações são provenientes de estudos de associação 

simples e metanálises (ANGELO et al., 2015; CASTRO‐SANTOS; DÍAZ‐PEÑA, 2016; 

GOMES DA SILVA et al., 2017, 2021). 

Interessantemente, em estudos GWAS foi possível verificar que apenas 20% dos loci 

associados a AR são relacionados a variantes que codificam aminoácidos, enquanto que a maior 

parte dos loci associados são variantes localizadas em regiões regulatórias e que estão 

relacionados a alterações na expressão gênica (OKADA et al., 2019; WU, Cuiyan et al., 2021), 

sugerindo que a regulação dos genes é crucial para o desencadeamento da doença.  

Além disso, outros fatores não relacionados as variações na sequência de DNA têm 

desempenhado um importante papel na AR. Estudos indicam que alterações epigenéticas 

podem modular o comportamento celular devido a interferências nos processos transcricionais 

e traducionais e estarem relacionados à doença (DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN, 2017; 

FRANK-BERTONCELJ; KLEIN; GAY, 2017; ZHU, Xiaowei et al., 2019).  

Muitos estudos têm integrado os resultados de análises genéticas, principalmente 

GWAS, com alterações epigenéticas e expressão de genes em tecidos e células específicas 

(DIOGO; OKADA; PLENGE, 2014; GLOSSOP et al., 2016; NAKANO; BOYLE; 

FIRESTEIN, 2013; WU, Cuiyan et al., 2021). Dentre as alterações epigenéticas, a ação da 

expressão desregulada de muitos micro-RNAs (miRNAs), que são pequenos RNAs de 
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interferência, como miRNA-146a e miRNA-155 já foram correlacionados com a progressão da 

doença, marcadores de diagnóstico e de resposta ao tratamento (DE LA RICA et al., 2013; 

NEMTSOVA et al., 2019). 

Ademais, fatores ambientais agregam-se aos fatores de risco para AR, dentre eles o 

tabagismo, infecções recorrentes, exposição à radiação UV e produtos xenobióticos (HUNT; 

EMERY, 2014). O tabagismo é o fator ambiental mais fortemente associado a AR, sendo um 

agente de predisposição e aumento da mortalidade nos pacientes (HUNT; EMERY, 2014). Os 

componentes do cigarro atuam acelerando reações de citrulinização (conversão de arginina para 

citrulina) em proteínas pulmonares e podem gerar CCps (do inglês, cyclic citrullinated 

peptides), um dos principais antígenos associados com a autoimunidade nestes pacientes e que 

está intimamente ligado a severidade da doença (DE HAIR et al., 2013; HUNT; EMERY, 

2014).   

Por fim, as infecções também fazem parte dos fatores desencadeadores da AR, através 

de um mecanismo conhecido como mimetismo molecular onde agentes patogênicos possuem 

moléculas com alta homologia com proteínas humanas e desencadeiam a quebra da 

autotolerância e, consequentemente, a produção de autoanticorpos. Infecções por 

microorganismos virais, bacterianos e fúngicos podem ser considerados artritogênicos, como o 

HTLV (do inglês, human T-lymphotropic virus), EBV (Epistein-barr virus), HCV (Hepatitis C 

virus), Bacillus thuringiensis e Salmonella enterica (ALAM; KIM; CHOI, 2014; 

BALANDRAUD; ROUDIER, 2018; EGUCHI et al., 1996; IJICHI et al., 1990; MASUKO-

HONGO, 2003). Além disso, nos últimos anos, estudos avaliando a relação entre o vírus 

Chikungunya e o desenvolvimento de AR têm considerado o vírus com alto poder artritogênico. 

Este vírus provocou uma epidemia em  alguns países emergentes, como o Brasil, sendo 

responsável por diversos novos casos de AR (BOUQUILLARD; COMBE, 2009; HORCADA; 

DÍAZ-CALDERÓN; GARRIDO, 2015; RODRIGUEZ-MORALES; VILLAMIL-GÓMEZ; 

FRANCO-PAREDES, 2016).   

 

2.1.4 Patogênese da AR 

O desenvolvimento e progressão da AR está descrito na figura 5 (SMOLEN, Josef S. et 

al., 2018). Independente dos gatilhos relacionados a doença, o seu desenvolvimento em termos 
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de aparecimento de autoanticorpos, modificações do tecido sinovial, dano tecidual e 

deformidades na articulação é bastante similar. 

 

Figura 5 Desenvolvimento e progressão da Artrite Reumatoide. 

 

Fonte: Imagem adaptada de Smolen et al. (2018). 

O desencadeamento da doença se inicia a partir do reconhecimento de antígenos 

próprios e apresentação destes antígenos a linfócitos T por meio das células APCs (do inglês, 

antigen-presenting cells) como macrófagos, monócitos e células dendríticas. Os linfócitos T, 

por sua vez, irão estimular a resposta contra os antígenos, inclusive estimulando os linfócitos B 

a sintetizar autoanticorpos contra estes autoantígenos. Entre esses autoanticorpos estão o FR 

(Fator reumatoide) e Anti-CCPs (do inglês, anti-cyclic citrullinated peptides) (SCOTT; 

WOLFE; HUIZINGA, 2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018; STEINER, 2007). 

A partir desta quebra de autotolerância, ocorre a infiltração de diversos tipos celulares 

do sistema imunológico como linfócitos, macrófagos, monócitos e células plasmáticas na 

sinóvia do indivíduo (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Além disso, já foi verificado que há um 

aumento significativo na presença de MMPs (do inglês, matrix metalloproteinases) que são 

responsáveis por degradar os componentes da matriz celular na sinóvia, além de antígenos 

nucleares e outros autoantígenos articulares (STEINER, 2007). Posteriormente, ocorre a 
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formação do pannus invasivo, que é a hiperplasia e destruição da membrana sinovial, cartilagem 

e tecido ósseo (SMOLEN, Josef S. et al., 2018) (Figura 5). 

Além das células imunes presentes nesse processo inflamatório, as células residentes do 

tecido desempenham um papel importante na inflamação. A sinóvia saudável tem o papel de 

produzir lubrificação para as superfícies da cartilagem atuarem em um ambiente com pouco 

atrito e fornecer nutriente para a cartilagem, uma vez que este tecido não possui suprimento 

sanguíneo e possui basicamente dois tipos de células (sinoviócitos do tipo fibroblastos e 

sinoviócitos do tipo macrófagos) (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Durante a formação do 

pannus há um aumento e ativação de ambos os sinoviócitos que levam a um aumento da 

inflamação local através da produção de citocinas pró-inflamatórias como IL (Interleucina) -1, 

IL-6, TNFα (do inglês, tumor necrosis factor α) entre outras (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 

2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018).  

Caso estes processos inflamatórios e destrutivos não sejam controlados por medidas 

farmacológicas e não farmacológicas, podem ocasionar erosões ósseas e deformidades que ao 

longo do decorrer da doença tornam a articulação disfuncional, podendo levar a incapacitação 

do paciente (GOELDNER et al., 2011). Além disso, cerca de 30% dos indivíduos com AR 

apresentam manifestações extra-articulares decorrentes da inflamação como, por exemplo, 

nódulos reumatoides, nódulos pulmonares, esclerite, vasculites, pericardite, neuropatias e 

outras manifestações (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010; YOUNG; KODURI, 2007). 

Doenças cardiovasculares, como infarto do miocárdio,  insuficiência cardíaca, AVEs (Acidente 

vascular encefálico), doença vascular periférica e hipertensão, são comorbidades comuns na 

AR e aumentam a taxa de mortalidade entre os pacientes (GOELDNER et al., 2011; LÉVY et 

al., 2008; SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). 

 

2.2 O SISTEMA IMUNE NA ARTRITE REUMATOIDE  

Como abordado previamente, o surgimento da AR ocorre principalmente devido à 

quebra da autotolerância do sistema imune que promove uma inflamação exacerbada da 

resposta celular e humoral e a infiltração de células do sistema imune como linfócitos, 

macrófagos, monócitos, neutrófilos e células plasmáticas no tecido sinovial do indivíduo 

(EPSTEIN; HARRIS, 1990; SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Sabe-se que diferentes células do 

sistema imune inato e adaptativo contribuem para a autoimunidade, no entanto poucos estudos 
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foram realizados com o objetivo de esclarecer a contribuição dos monócitos nesta doença 

(DIOGO; OKADA; PLENGE, 2014; GLOSSOP et al., 2016; SMILJANOVIC et al., 2018). 

Análises de transcriptomas de monócitos de pacientes com AR verificaram 

significativas desregulações em moléculas relacionadas a sinalização da resposta inflamatória 

como TNF, CCR2, CXCR4 e ILR2 quando comparadas com pacientes com osteoartrite 

(SMILJANOVIC et al., 2018). Estas células também são os principais precursores dos 

osteoclastos, células residentes no tecido sinovial intimamente relacionadas a inflamação e dano 

tecidual na doença (XUE et al., 2020). Assim, é possível pressupor que desregulações em genes 

e vias inflamatórias expressas em monócitos podem ser relacionados ao desenvolvimento e 

patogênese da AR e devem ser investigados.  

Os monócitos representam aproximadamente 10-20% dos leucócitos do sangue 

periférico e desempenham diversas funções regulatórias e efetoras no processo inflamatório, 

incluindo a expressão de muitos mediadores inflamatórios ligados ao dano tecidual da AR 

(ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Existem três subtipos de monócitos em humanos 

classificados de acordo com a expressão de marcadores de superfície celular CD (do inglês, 

Cluster of differentiation): clássico (CD14++ CD16-), intermediários (CD14++ CD16+) e não-

clássicos (CD14+ CD16++) (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Os três subtipos 

contribuem para a inflamação e têm sido relacionados a produção de citocinas, especialmente 

TNF-α e IL-1β, e outros mediadores inflamatórios (WONG, Kok Loon et al., 2012). Além 

disso, quando estas células são ativadas, podem induzir respostas em outros tipos celulares 

como linfócitos T helper e amplificar o dado tecidual da doença (EVANS et al., 2009). 

Os monócitos, assim como outras APCs, podem promover respostas inflamatórias 

apropriadas mediante alguns estímulos exógenos como moléculas com padrões imunogênicos 

expressas por patógenos (PAMPs) (do inglês, pathogen-associated molecular patterns) ou 

estímulos endógenos como moléculas associadas ao dano celular (DAMPs) (do inglês, 

Damage-associated molecular patterns) e expressão de citocinas (ALURI; COOPER; 

SCHUETTPELZ, 2021; ZHENG et al., 2020). Esses padrões são reconhecidos pelas células 

através de receptores PRRs (do inglês, pattern recognition receptors). Um grupo de importantes 

PRRs são conhecidos como TLRs (do inglês, Toll-like receptors) que pertencem a família de 

receptores transmembrana tipo 1 e tem um papel essencial no desenvolvimento e manutenção 

da resposta inflamatória (ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021). No estímulo endógeno, 

além dos DAMPs, há o reconhecimento de citocinas, especialmente IL-1 e IL-18, através do 
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receptor de IL-1 (IL-1R) que sinalizam a necessidade de uma resposta inflamatória (AKIRA; 

UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; MOGENSEN, 2009; NGUYEN et al., 2020). 

Em sua porção extracelular, os TLRs possuem domínios capazes de se ligar aos PAMPs 

ou DAMPs e promover uma cascata de sinalização que leva a produção de mediadores da 

resposta inflamatória, como citocinas e quimiocinas. A família de TLRs é composta por 10 

receptores diferentes (TLR1 a TLR10) que se localizam na membrana plasmática ou endossoma 

(ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021; GAY; GANGLOFF; O’NEILL, 2011).  

Em uma condição patológica, como a autoimunidade, em que há quebra da 

autotolerância, os receptores como TLRs, IL-1R e moléculas associadas podem apresentar 

desregulações e induzir cascatas de sinalização que geram resposta inflamatória exacerbada, no 

entanto, ainda são incipientes os estudos que avaliem se moléculas e vias relacionadas estão 

associados a AR (ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021; NGUYEN et al., 2020).  

   

 

2.3 O COMPLEXO MYDDOSSOMA 

Ambos os receptores de estímulos endógenos e exógenos, TLRs ou IL-1R, possuem um 

domínio intracelular denominado TIR (do inglês, Toll/IL-1R Receptor) capaz de desencadear 

uma cascata de sinalização que culmina na ativação de fatores de transcrição que, por sua vez, 

promovem a produção de citocinas pró-inflamatórias (CASANOVA; ABEL; QUINTANA-

MURCI, 2011). A ativação dessas proteínas com domínio TIR se dá por meio de uma mudança 

na sua conformação que as torna capaz de ligar em moléculas adaptadoras como MyD88 (do 

inglês, Myeloid differentiation primary response 88), uma molécula chave na sinalização de 

grande parte dos TLRs e IL-1R. A ativação do MyD88 gera a formação do complexo 

Myddosoma, composto pelo MyD88 e proteínas IRAKs (do inglês, interleukin-1 receptor-

associated kinases) como IRAK1, IRAK2 e IRAK4 (ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 

2021; GAY; GANGLOFF; O’NEILL, 2011; NGUYEN et al., 2020) como demonstrado na 

Figura 6. A maior parte dos TLRs possuem sua sinalização dependente do Myddosoma, exceto 

o TLR3.   
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Figura 6 Via de sinalização induzida por TLRs (do inglês, Toll-like receptors) que levam a ativação do complexo 

Myddosoma, composto por MyD88 (do inglês, Myeloid differentiation primary response 88) e as proteínas IRAK 

(do inglês, interleukin-1 receptor-associated kinases): IRAK1, IRAK2, e IRAK4. Os TLRs ativado leva ao 

recrutamento do MyD88 e IRAK1, IRAK2 e IRAK4, que recrutam o TRAF6 (do inglês, E3 ubiquitin ligase tumor 

necrosis factor TNFR-associated factor 6) e ativam fatores de transcrição como MAPK (do inglês, mitogen-

activated protein kinase) e NFκB (do inglês, nuclear factor kappa B) e posterior produção de citocinas pro-

inflamatórias e interferons.  

 

Fonte: Imagem adaptada de ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, (2021) 

Além do Myd88, existem outras moléculas adaptadoras capazes de se ligar no domínio 

TIR, como TIRAP (do inglês, TIR-associated protein), MAL (do inglês, Myd88-adaptor-like), 

TRIF (do inglês, TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFN-B), TICAM1 (do 

inglês, TIR-domain-containing molecule 1) e TRAM (do inglês, TRIF-related adaptor 

molecule) que também participam de cascatas de sinalização em vias dependentes e 

independentes do MyD88 (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). 

 



37 

 

 

 

2.3.1 MyD88 

2.3.1.1 Mecanismo de Ação 

O MyD88, crucial na sinalização de TLRs e IL1R, inicia sua atuação quando há 

associação com a porção citoplasmática (domínio TIR) destes receptores transmembrana (TLRs 

e IL1R) (FREIHAT et al., 2019; GAY; GANGLOFF; O’NEILL, 2011; LIN, Su-Chang; LO; 

WU, 2010). O MYD88 contém um domínio de morte (do inglês, Death domain (DD)) que 

permite a ligação com outras proteínas com o mesmo domínio como membros da família IRAK, 

como IRAK1, 2 e 4, formando uma estrutura denominada Myddosoma. O myddosoma é 

composto por 8 moléculas do MyD88 e 4 moléculas do IRAK4 que ativam a transdução de 

sinal (FREIHAT et al., 2019; GAY; GANGLOFF; O’NEILL, 2011). As proteínas IRAK1 e 

IRAK2 são recrutadas ao complexo MyD88/IRAK4 e promovem sua fosforilação, resultando 

em uma mudança de conformação e perda de afinidade pelo complexo do TLRs ou IL1R 

(WESCHE et al., 1999). Esta mudança conformacional também permite a ligação dessas 

proteínas IRAKs com moléculas downstream como TRAF6 (do inglês, TNF receptor-

associated factor 6) desencadeando assim a cascata inflamatória por meio da ativação de fatores 

transcricionais como NFκB e AP-1 que promovem a produção de moléculas inflamatórias 

(Figura 7) (KOBAYASHI et al., 2002; WESCHE et al., 1999). Ademais, particularmente na 

ativação do Myddosoma através do TLR2 e TLR4, há o recrutamento do adaptador 

TIRAP/MAL além do MyD88 no início da cascata (ZHENG et al., 2020).  

Além disso, existem duas isoformas do Myd88, uma forma longa (MyD88-L) e uma 

forma curta (MyD88-S). A forma longa é capaz de ativar o NFκB no final da sua cascata de 

sinalização, enquanto  que a forma curta é transcrita a partir de um splicing alternativo e que 

não possui um domínio intermediário, tornando-a incapaz de ativar a via do NFKB  

(JANSSENS et al., 2002). 
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Figura 7 Via de sinalização dos TLRs (Toll-like receptors) que quando estimulados interagem com a proteína 

MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) e forma o complexo Myddossoma, composto por Myd88 e 

IRAK4. O complexo Myddossoma recruta o IRAK1 e IRAK2 e resultam na fosforilação de IRAKs. Os IRAKs 

fosforilados interagem com o TRAF6, induz a ativação do TAK-1 e TAB2/3 e resulta na ativação de IkB e MAPK, 

que promovem a translocação do do NFκB (p65 e p50) e AP-1 para o núcleo. Essa cascata de sinalização promove 

a produção de citocinas proinflamatórias.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Zheng et al. (2020) 

 

2.3.1.2 Gene MYD88 

A proteína MyD88 é produzida a partir do gene MYD88 localizado no braço curto do 

cromossomo 3 (3p22.2) (ID Ensembl: ENSG00000172936) e coordenadas (GRCh38): 3: 

38.138.478 – 38.143.022) (MUZNY et al., 2006). O gene MYD88 foi descrito com 5 éxons e 

4.362 nucleotídeos (BONNERT et al., 1997; MUZNY et al., 2006). Há descrição de 6 

isoformas do MYD88 produzidas por splicing alternativo que variam de 146 (15kDa) a 304 

aminoácidos (34kDa) correspondentes a proteína em questão (ID UniProt: Q99836) 

(HARDIMAN et al., 1997; OTA et al., 2004). Além disso, diversas modificações neste gene 

têm sido encontradas em indivíduos saudáveis e com doenças crônicas e infecciosas (1000 
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GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2010; CAPPARELLI et al., 2013; GOMES DA 

SILVA et al., 2021; GUO; LI, 2016). 

 

2.3.1.3 MYD88 na Artrite Reumatoide 

 Sabe-se que receptores TLRs estão ativados cronicamente na AR e o MyD88 tem um 

papel fundamental nessa ativação uma vez que media a via TLR/NFκB, relacionada a produção 

de diversas citocinas, inclusive IL-1β (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; FREIHAT et 

al., 2019).  

A relação entre o MyD88 e a inflamação crônica da AR têm sido observada em diversos 

estudos. O MyD88 parece estar desregulado em cultura de células de membrana sinovial de 

pacientes com AR (SACRE et al., 2007; TAMAKI et al., 2011) e parece ser necessário a 

produção de citocinas como IL-6, IL-8 e TNF-α, além de ser relacionado a produção de MMPs 

(SACRE et al., 2007). Ademais, níveis mais altos de MyD88 foram verificadas em FLS (do 

inglês, Fibroblast-like synoviocytes) de pacientes com AR quando comparados com pacientes 

com osteoartrite (GUTIÉRREZ-CAÑAS et al., 2006). A relação entre esta molécula e o 

desenvolvimento de inflamação na AR também foi observado em ratos com artrite induzida 

(Streptococcal cell wall (SCW)-induced arthritis) (JOOSTEN et al., 2003). Apesar disso, 

poucos estudos desenvolvidos, até o momento, investigaram a relação entre desregulações do 

MyD88 e o desenvolvimento e as características clínicas da AR. 

 Variantes genéticas SNVs (do inglês, single nucleotide variant) no gene do MyD88 têm 

sido relacionadas ao desenvolvimento de AR. Análises do SNV rs6853 que promove a 

substituição de uma Adenina por uma Guanina na 3’UTR do gene podem diminuir a expressão 

do MyD88 e, consequentemente, a ativação de vias mediadas por esta molécula (FULGIONE 

et al., 2016).  Um estudo desenvolvido pelo nosso grupo verificou o impacto desse SNV na 

expressão do MYD88 em pacientes com AR de duas populações brasileiras (nordeste e sudeste) 

e o efeito no nível proteíco da IL-1β em cultivo celular de monócitos (GOMES DA SILVA et 

al., 2021). Foi possível verificar um aumento no risco para o desenvolvimento de AR em 

portadores do alelo A (OR = 1.60; p = 0.0004) e um aumento dos níveis de IL-1β em indivíduos 

com genótipo AA quando comparados os monócitos não estimulados e estimulados com LPS 

(p = 0.021) (GOMES DA SILVA et al., 2021). O SNV rs7744 também tem sido investigado na 

AR em diferentes populações e foi relacionado ao aumento da susceptibilidade à doença bem 

como a eficácia terapêutica em tratamento com drogas anti-TNF (POTTER et al., 2010; SODE 

et al., 2018; ZERVOU et al., 2013). 
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2.3.2 IRAK3 

Como abordado anteriormente, a família IRAK (do inglês, IL-1 receptor associated 

kinases) é composta por quatro membros: IRAK1, IRAK2, IRAK3 e IRAK4. Apenas o IRAK1 

e IRAK4 possuem atividade quinase (LYE et al., 2004), embora todos os membros 

desempenhem um papel na regulação do sistema imune e inflamação (SU; XU; HUANG, 

2020).  

Todos os membros da família IRAK possuem uma estrutura similar e domínios 

parecidos como Domínio de morte (DD) (do inglês, Death domain), domínio 

quinase/pseudoquinase, domínio rico em prolina, serina e treonina e outros. O DD é usado 

principalmente para dimerização e interação com o Myd88, enquanto o domínio C-terminal é 

critico para interação com o TRAF6 (SU; XU; HUANG, 2020). A IRAK1 e IRAK2 possuem 

mais regiões de interação com o TRAF6, enquanto o IRAK3 possui apenas uma região de 

interação (SU; XU; HUANG, 2020; ZHENG et al., 2020). Diferente dos outros membros da 

família IRAK, a IRAK3 ou IRAK-M é produzida principalmente por monócitos e macrófagos 

e não participa do complexo Myddossoma, atuando principalmente com uma regulação 

negativa do processo inflamatório (SU; XU; HUANG, 2020; ZHENG et al., 2020). 

Muitos estudos têm sido feitos para avaliar a relação entre membros da família IRAK e 

doenças autoimunes e inflamatórias. No entanto, ainda são escassos estudos que verifiquem a 

relação entre o IRAK3 e a autoimunidade. 

 

2.3.2.1 Mecanismo de Ação 

Assim como o MyD88, o IRAK3 possui um domínio DD que permite sua interação com 

outras proteínas IRAKs e com o próprio MyD88, um domínio de pseudo-quinase e um domínio 

C terminal relacionado ao TRAF6 com uma região de interação (WESCHE et al., 1999). 

O IRAK3 tem um efeito inibitório do Myddosoma atuando de duas formas. 

Primeiramente, o IRAK3 atua impedindo a fosforilação das proteínas IRAKs e, 

consequentemente, inibe a dissociação destas proteínas do complexo com TLR e a ligação com 

o TRAF6 a downstream na cascata de sinalização do Myddosoma (FREIHAT et al., 2019; 

KOBAYASHI et al., 2002). Além disso, o IRAK-3 também parece atuar na estabilização do 
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complexo TLR/MyD88/IRAK-4 inibindo a sua dissociação, necessária para a continuidade da 

sinalização na cascata (Figura 8). 

 O IRAK3 pode ser fracamente fosforilada, embora não apresente atividade quinase 

como os outros membros da família IRAK. Em contrapartida, diferente do esperado, um estudo 

verificou uma ativação do NFκB em células 293T mediada pelo IRAK3 quando induzido a 

super expressão dessa molécula (WESCHE et al., 1999).  

 

Figura 8 A ativação do TLR por PAMPs induz o recrutamento de proteínas IRAKs e da molécula adaptadora 

MyD88, formando o complexo Myddossoma. A ligação entre estas moléculas promove a fosforilação das proteínas 

IRAKs, sua consequente mudança conformacional e dissociação do complexo Myddosoma para seguir adiante na 

cascata de sinalização. Na presença de IRAK-3 (IRAK-M) a fosforilação das proteínas IRAK é inibida e, como 

não há mudança conformacional, ocorre a não dissociação do complexo e uma inibição da cascata downstream  

 

Fonte: Imagem adaptada de Kobayashi et al. (2002). 

Experimentos conduzidos em macrófagos extraídos a partir de ratos modificados 

(IRAK-3-/-) estimuladas com diversos PAMPs mostraram um aumento significativo da 

produção de citocinas inflamatórias como IL-12, IL-6 e TNF-α quando comparados com células 

de ratos não modificadas (KOBAYASHI et al., 2002). Além disto, foi observado um aumento 

significativo de moléculas associadas ao estimulo por TLR, como NFκB, JNK e p38 devido ao 
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aumento da atividade de moléculas como MyD88 e IRAKs (KOBAYASHI et al., 2002; SU; 

XU; HUANG, 2020). 

O papel do IRAK3 na regulação do sistema imune vai além de um regulador negativo 

da sinalização por TLR, pois também consiste em garantir a tolerância a endotoxinas e produção 

constante de citocinas, auxiliando assim, no controle do sistema imune e garantindo uma 

manutenção da homeostase no sistema imune inato (KOBAYASHI et al., 2002). 

 

2.3.2.2 Gene IRAK3 

A proteína IRAK3 é produzida a partir do gene IRAK3 localizado no braço longo do 

cromossomo 12 (12q14.3) (ID Ensembl: ENSG00000090376) e coordenadas (GRCh38): 

66.189.195 a 66.254.622). Este gene possui 65.409 nucleotídeos que codificam 12 éxons 

(BAYLOR COLLEGE OF MEDICINE HUMAN GENOME SEQUENCING CENTER 

SEQUENCE PRODUCTION TEAM * et al., 2006; OTA et al., 2004). O gene IRAK3 pode 

gerar dois transcritos funcionais com 596 aminoácidos (67 kDa) e 535 aminoácidos (60kDa), 

respectivamente, relativos a proteína em questão (ID UniProt: Q9Y616) (OTA et al., 2004; 

WESCHE et al., 1999). Além disso, algumas variantes genéticas como inserções, variações no 

número de cópias neste gene já foram relacionadas ao desenvolvimento de cancer (1000 

GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2010; WALTER et al., 2009). 

 

2.3.2.3 IRAK3 na Artrite Reumatoide 

Estudos que avaliam o papel de desregulações no IRAK3 e doenças inflamatórias são 

escassos e o seu papel na autoimunidade permanece pouco compreendido.  

O IRAK3 possui expressão frequente apenas em células monocíticas e células 

relacionadas. No Sistema Nervoso Central, a expressão do IRAK3 ocorre exclusivamente na 

micróglia, e um estudo verificou a influência deste gene na polarização da microglia em estudo 

utilizando ratos com esclerose múltipla induzida (Experimental autoimune encephalomielitis 

(EAE)) indicando que o IRAK3 pode ser um bom alvo terapêutico na doença (LIU, Baozhu et 

al., 2019) . Liu e colaboradores (2019) também verificaram que ratos IRAK3 -/- apresentavam 

aumento da severidade da doença. Também foi observada a relação entre desregulações do gene 

IRAK3 e a Diabetes Mellitus autoimune (HAYASHI et al., 2009; TAN et al., 2014). No tecido 



43 

 

 

 

pulmonar o IRAK3 também parece ter uma significativa influencia na regulação do trafego de 

monócitos no pulmão e diferenciação para Mo-AM (do inglês, Monocyte-derived alveolar 

macrophages), além de relação com o desenvolvimento de fibrose pulmonar (READER et al., 

2020).  

Além disso, em doenças de caráter sistêmico como LES foi observada a relação entre o 

desenvolvimento da doença e o gene IRAK3, em experimentos com ratos IRAK3 -/- onde 

houve o aumento da expressão de vários genes relacionados a citocinas, interferon, 

sobrevivência de células plasmáticas e disfunções relacionadas a produção de autoanticorpos 

(LECH et al., 2011; MURPHY, Michael et al., 2017). 

Os estudos conduzidos especialmente em pacientes com AR são escassos e 

compreendem poucos tipos celulares relacionados a doença. A desregulação do IRAK3 já foi 

verificada em FLS (do inglês, fibroblast like synoviocytes) estimulados com moléculas pro-

inflamatórias como PGN (peptideoglicanos) e LPS (lipopolissacardeos) e citocinas como TNF-

α (CHO et al., 2007). Além disso, análises de transcriptoma verificaram um aumento na 

produção de IRAK3 no sangue periférico de pacientes com AR quando comparadas com 

pacientes com osteoartrite (SMILJANOVIC et al., 2018). Ademais, uma variante genética 

(rs11541076) no gene IRAK3 já foi associada a resposta terapêutica com anti-TNF em 

pacientes dinamarqueses com a doença (SODE et al., 2018). No entanto, ainda são incipientes 

estudos que verifiquem a relação do IRAK3 com o desenvolvimento e patogênese da AR.  

 

 

2.4 A VIA DO FATOR NUCLEAR KAPPA B (NFΚB) 

A ativação de vias dependentes do complexo Myddosoma, geralmente resulta na 

ativação de moléculas intermediárias como TRAF6 e fatores trascricionais como NFκB. A via 

de sinalização do NFκB está presente em quase todos os tipos celulares e é ativada por diversos 

receptores diferentes, comumente, agindo na regulação da proliferação, apoptose e 

diferenciação celular (LIU, Ting et al., 2017). Em alguns tipos celulares, principalmente em 

células relacionadas ao sistema inato e adaptativo, a via do NFκB age diretamente aumentando 

a produção de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão, induzindo a expressão de genes 

pro-inflamatórios e, consequentemente levando a inflamação (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting 

et al., 2017). 



44 

 

 

 

 

2.4.1 TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) 

Em células do sistema imune inato (monócitos, macrófagos e células dendríticas) um 

dos componentes intermediários e ponto chave para ativação da via do NFκB é através de uma 

proteína adaptadora denominada TRAF6 (LIU, Ting et al., 2017; WALSH; LEE; CHOI, 2015). 

O TRAF6 é uma proteína que possui atividade de ubiquitina ligase, isto é proteína capaz 

de recrutar enzimas conjugadas a ubiquitina e que transferem essa ubiquitina para uma proteína, 

induzindo sua ativação ou degradação (ISHIDA et al., 1996). O TRAF6 foi o primeiro mediador 

conhecido entre a ligação do IL-1R e a via NFκB, além de atuar também em diferentes vias 

como MAPK (do inglês, mitogen-activated protein kinase), PI3K (do inglês, phosphoinositide 

3-kinase) ou IRF (do inglês, interferon regulatory factor), todas estas relacionadas com 

processos inflamatórios (CAO et al., 1996; WALSH; LEE; CHOI, 2015; WONG, Brian R et 

al., 1999). A ativação do TRAF6 é crucial para o desenvolvimento, homeostase e ativação de 

diferentes células como linfócitos, macrófagos, monócitos, células dendríticas e osteoclastos 

(DICKSON; BHAKAR; BARKER, 2004; SUN, Lijun et al., 2004; WALSH; LEE; CHOI, 

2015). 

   

2.4.1.1 Mecanismos de Ação 

O TRAF6 está envolvido em diversas vias relacionadas a inflamação. A proteína 

adaptadora pode interagir diretamente com receptores, como os TNFRs e TGFβR, ou através 

de proteínas intermediárias como Act1 (intermediando o IL-17R), MALT1/CARMA1 e Bcl-10 

(intermediando o TCR em linfócitos T), o complexo MyD88/IRAK4/IRAK1 (intermediando 

alguns TLRs) e outros (DENG et al., 2000; SUN, Lijun et al., 2004; WALSH; LEE; CHOI, 

2015; WONG, Brian R et al., 1999). Após a ligação do TRAF6 com esses receptores e sua 

consequente ativação, o TRAF6 recruta as enzimas Ubc13 (do inglês, Ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 13) e Uev1a (do inglês, Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1) que torna 

possível a ligação com outras proteínas alvo, como IKK e formação de complexos com 

proteínas quinases como TABs (do inglês, TAK1-associated binding protein) 2 e 3. O complexo 

TAB2/3, por sua vez, recruta a quinase TAK1 que fosforila proteínas como IKK e MAPK. Essa 

cascata de sinalização leva a ativação dos fatores de transcrição NFκB e AP-1 (DENG et al., 



45 

 

 

 

2000; SUN, Lijun et al., 2004; WALSH; LEE; CHOI, 2015; YE et al., 2002). As vias e 

proteínas que interagem com o TRAF6 estão descritas na figura 9.   

 

Figura 9 Vias de ativação do TRAF6 e proteínas que interagem levando a indução da expressão de genes 

associados a inflamação. O TRAF6 liga-se diretamente aos receptores IL-17R, TGFβRI, enquanto ligase através 

de outras proteínas adaptadoras nos receptores TCR, RANK e alguns TLRs. O TRAF6 é capaz de mediar a 

sinalização das moléculas ativando fatores de transcrição como NFκB, AP-1 e MAPK, levando ao aumento na 

expressão de genes associados a inflamação.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Walsh et al. (2015). 

2.4.1.2 Gene TRAF6 

 A proteína TRAF6 é produzida a partir do gene TRAF6, localizado no braço curto do 

cromossomo 11 (11p12) (ID Ensembl: ENSG00000175104) e coordenadas (GRCh38): 11: 

36.483.768 – 36.510.312. Possui 9 éxons que podem formar 3 isoformas de transcritos, uma 

delas não produz proteína (ENST00000529150.1), enquanto duas das isoformas 

(ENST00000348124.5 e ENST00000526995.6) produzem uma proteína com 522 aminoácidos 

(ID UniProt: Q9Y4K3) (CUNNINGHAM et al., 2019; YATES et al., 2017). O gene TRAF6 

possui três variantes genéticas em sua sequência não codificante (5’UTR e íntron) (rs5030411, 

rs5030486 e rs540386) (VIDAL et al., 2007) embora, posteriormente, outras variantes também 

tenham sido descritas e estão disponíveis no Ensembl (CUNNINGHAM et al., 2019). 

 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000175104;r=11:36483769-36510272;t=ENST00000529150
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000175104;r=11:36483769-36510272;t=ENST00000348124
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000175104;r=11:36483769-36510272;t=ENST00000526995
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2.4.1.3 TRAF6 na Artrite Reumatoide 

 O TRAF6 tem sido associado a diversas doenças inflamatórias, como AR (ZHU, Lang-

Jing et al., 2017, 2012), Lúpus eritematoso sistêmico (LES) (NAMJOU et al., 2012), Diabetes 

(KOLSETH et al., 2017) e Síndrome de Sjogren (SIPKA et al., 2017).  

Estudos mostraram que a expressão do TRAF6 é aumentada no tecido sinovial de 

pacientes com AR e é responsável por promover o aumento do número de células inflamatórias 

na articulação, causando o dano tecidual (ZHU, Lang-Jing et al., 2017, 2012). Além disso, o 

TRAF6 é crucial para a diferenciação de osteoclastos e inflamação sinovial na AR (KIM et al., 

2019; WU, Dennis J. et al., 2016). A expressão do TRAF6 também foi relacionada a migração 

de FLS (do inglês, Fibroblast-like synoviocytes) (WANG, Huiqin et al., 2015; ZHANG, Zimu; 

ZHANG, 2015) e sua expressão em células residentes no tecido sinovial foi relacionada a 

severidade da doença (ZHU, Lang-Jing et al., 2012).  

Alguns estudos verificaram a eficácia de inibidores do TRAF6 na diminuição da 

inflamação na AR. Zhu et al. (2017) verificou que a transfecção lentiviral TRAF6-shRNA (do 

inglês, short hairpin RNA), que silencia a expressão do gene, diminuiu a inflamação em FLS 

(do inglês, fibroblast-like synoviocytes) através da diminuição de citocinas proínflamatórias 

como IL-1β, IL-6, TNF-α e MMPs, além de diminuir também a proliferação dos FLS. Brenke 

et al. (2018) também utilizaram um composto (C25-140) inibidor da interação do TRAF6 com 

moléculas associadas, como Ubc13, em modelo de camundongo com artrite induzida por 

colágeno e verificaram uma melhora significativa na inflamação dos camundongos. Em ambos 

os estudos, a inibição do TRAF6 no local da inflamação foi sugerida como potencial e 

promissora terapia para AR (BRENKE et al., 2018; ZHU, Lang-Jing et al., 2017). 

A desregulação do TRAF6 na AR parece estar relacionada a características genéticas, 

uma vez que, um estudo recente mostrou uma associação entre a variante genética (rs540386) 

do gene TRAF6 e a perda da densidade mineral óssea em pacientes com AR (HASSINE et al., 

2019). O SNV rs540386, no entanto, não foi associado ao desenvolvimento da AR quando 

comparado com controles, mas foi considerado como um fator de risco para a perda mineral 

óssea nos pacientes em uma população da Tunísia (HASSINE et al., 2019).  
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2.4.2 NFκB1 

O NFkB corresponde a uma família de fatores de transcrição que possui cinco membros 

estruturalmente relacionados: NFκB1 (aliases: p105 e p50), NFκB2 (aliases: p100 e p52), RelA 

(alias: p65), RelB e c-Rel (SUN, Shao-Cong, 2012). A função de fator de transcrição do 

complexo NFκB depende da dimerização de suas subunidades, isto é, os componentes desta 

família se unem como heterodímeros ou homodímeros para conseguirem ligar ao DNA e 

induzir sua transcrição (HOFFMANN; NATOLI; GHOSH, 2006).  

 A cascata de sinalização da qual o NFκB faz parte, depende da ativação de moléculas 

adaptadoras e da ativação dos seus componentes. A via de sinalização do NFκB pode ocorrer 

de forma canônica e não canônica (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017). A via canônica 

normalmente é ativada mediante a diversos estímulos, incluindo receptores de citocinas (IL1R), 

membros da família do TNF (TNFR) e TLRs, isto é, a via canônica é ativada basicamente por 

citocinas e produtos microbianos (KARIN; DELHASE, 2000; LIU, Ting et al., 2017; 

YAMAMOTO, Yumi; GAYNOR, 2004). A via não canônica, por sua vez, responde a um grupo 

específico de receptores e estímulos relacionados a citocinas da família TNF, entre eles, o LTβR 

(do inglês, lymphotoxin-β receptor), BAFFR (do inglês, B cell-activating factor receptor), 

CD40 (do inglês, Cluster of differentiation 40) e RANK (do inglês, Receptor activator of 

nuclear factor kappa-Β) (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017; SUN, Shao-Cong, 2012). 

A ativação da via canônica e não canônica está descrita na figura 10. 
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Figura 10 Via canônica e não canônica de ativação do NFkB. A via canônica é desencadeada por TLRs e 

receptores de citocinas que levam a ativação do RelA/p50 e se deslocam para o núcleo. Já a via não canônica é 

ativada por citocinas da família TNF (mas não o TNF) e resulta na ativação do heterodímero p52/RelB que se 

deslocam para o núcleo. As IKKs regulam a ativação das moléculas através da fosforilação (P) e ubiquitinação 

(Ub) que mediam a degradação das proteínas pelo proteassoma.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Lawrence (2009). 

Desregulações nas vias do NFκB têm sido associadas a muitas doenças inflamatórias 

como a AR. O NFκB já foi relacionado a AR tanto em estudos de associação que avaliaram 

pacientes com a doença quanto em modelos animais (LIU, Ting et al., 2017; ŚWIERKOT et 

al., 2016).  

O NFκB1 corresponde as proteínas p50 e p105, as quais fazem parte da via canônica de 

ativação do NFκB. Ambas as proteínas são capazes de se ligar em proteínas Rel (RelA, RelB e 

c-Rel) formando o complexo do NFκB, os quais sofrem ubiquitinações por proteínas quinases 

(IKKs) que tornam o complexo ativo (LIU, Ting et al., 2017; SUN, Shao-Cong; CHANG; JIN, 

2013). Dados na literatura mostraram que o bloqueio na ubiquitinação da p50 inibe a transcrição 

gênica e limita a resposta de TLRs, mantendo a homeostase e inatividade do sistema imune 

inato utilizando ratos como modelo animal (CARMODY et al., 2007). Ainda em estudos sobre 

modelos animais foi verificado que a p105 regula a sinalização da MAPK (do inglês, Mitogen 

Activated Protein Kinase), uma vez que controla a estabilidade e função de uma quinase, Tp12 

(WATERFIELD et al., 2003). Modelos animais knock-out para o gene NFKB1 apresentaram 
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falhas nas respostas imunes principalmente envolvendo linfócitos B e respostas inespecíficas 

contra infecções (SHA et al., 1995).  

 

2.4.2.1 Mecanismos de Ação 

Ambas as vias de ativação do NFκB parecem desempenhar um papel importante na 

inflamação, embora a via canônica seja mais frequente e a via não canônica parece exercer um 

papel auxiliar, estando presente em células do sistema imune adaptativo (LIU, Ting et al., 

2017). Comumente os membros do NFκB predominantes na via canônica de ativação são os 

dímeros p50/p65 e p50/c-Rel (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017). 

A via canônica ocorre principalmente em resposta a sinalização de IL-1 e TNFα, embora 

diversas vias possam ativar a via canônica (LAWRENCE, 2009; PERKINS, 2007), estas podem 

ter sua ativação dependente de IKKs (subunidades NEMO (do inglês, NF-kappa-B essential 

modulator), IKKα e IKKβ) onde ocorre a modificação pós-traducional 

(fosforilação/ubiquitinação) das IKKs, que atuam como inibidoras, e consequente degradação 

pelo proteassoma. Ainda, pode ocorrer a ativação da via canônica de maneira independente de 

IKK, mas dependente de outras proteínas quinase como ck2 e Tyr quinase. O complexo do 

NFκB (p50/RelA) livre pode se deslocar para o núcleo. No núcleo, algumas quinases, acetilases 

e fosfatases também podem atuar, sendo estes fatores cruciais para a ativação e repressão 

transcricional, uma vez que podem recrutar ativadores ou repressores da transcrição (Figura 11) 

(LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017; PERKINS, 2007). 

O complexo p50/RelA é capaz de se ligar ao DNA induzindo a transcrição de diversos 

genes através da ligação com os motivos: 5-GGGRNNYYCC-3 ou 5-HGGARNYYCC-3), 

onde R pode ser um nucleotídeo de básica púrica (A ou G), Y representa uma pirimidina (C ou 

T) enquanto H representa uma A, C ou T (WANG, Yao et al., 2000). 
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Figura 11 Via de ativação do NFKB e atuação das subunidades p50/RelA no núcleo celular. A via canônica tem 

ativação das subunidades de IKK (NEMO, IKKα e IKKβ) que atuam induzindo a degradação de inibidores IκBs 

e tornam ativas as subunidades p50/RelA. A via atípica, por sua vez, parte da ativação de Tyr kinase ou Ck2 que 

induzem a degradação de inibidores IκBs e tornam ativas as subunidades p50/RelA. Ambas as vias geram a 

ativação da p50/RelA que podem se unir a co-ativadores (gerando ativação transcricional), co-repressores (gerando 

repressão transcricional) ou fatores de transcrição Zn-Finger que promove uma seletividade de alvos.   

 

Fonte: Imagem adaptada de Perkins (2007). 

A via canônica de ativação do NFκB tem sido muito associada a diversas doenças 

inflamatórias (BOHUSLAV et al., 1998; LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017). O NFκB 

também parece ser um importante inibidor da apoptose em macrófagos (PARK, 1995). Além 

disso, interessantemente a formação de homodímeros da subunidade p50 podem atuar na 

repressão de genes e inibindo a inflamação, uma vez que não são capaz de migrar para o núcleo 

e se ligar ao DNA (BOHUSLAV et al., 1998). Em linfócitos T foi verificada a diminuição na 

expressão da p50 após a ativação das células, que possivelmente ocorre para que não sejam 

formados homodímeros e a p50 possa se conjugar a RelA, tornando-se ativa (KANG et al., 

1992). 
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2.4.2.2 Gene NFKB1 

A proteína NFκB1 é produzida a partir do gene NFKB1 localizado no braço longo do 

cromossomo 4 (4q24) (ID Ensembl: ENSG00000109320) e coordenadas (GRCh38): 4: 

102.501.265 – 102.617.301) (CUNNINGHAM et al., 2019; LE BEAU et al., 1992; YATES et 

al., 2017). O gene NFKB1 foi descrito com 24 éxons com 156 kb (HÉRON; DELOUKAS; 

VAN LOON, 1995) e atualmente foi revisado com 27 éxons (CUNNINGHAM et al., 2019).  O 

gene NFKB1 gera as proteínas com 105 kDa e 50kDa de massa molecular que foram 

identificadas através de ensaios de clonagem (LIN, Li; DEMARTINO; GREENE, 1998; 

MEYER et al., 2010). O gene NFKB1 possui 14 transcritos descritos, dos quais apenas três 

(ENST00000226574.9, ENST00000505458.5 e ENST00000394820.8) possuem 

correspondência com a proteína em questão (ID UniProt:  P19838) e esta possui 969 

aminoácidos (CUNNINGHAM et al., 2019; YATES et al., 2017).   

 

2.4.2.3 NFKB1 na Artrite Reumatoide 

Desregulações no gene NFKB1 já foram associadas em diversas doenças autoimunes, 

incluindo a AR (ŚWIERKOT et al., 2016). Dados na literatura indicam um aumento na 

expressão e ativação de componentes do NFκB no tecido sinovial de pacientes e camundongos 

com artrite induzidas por colágeno (HAN et al., 1998) e já foi verificada sua importância para 

apoptose e proliferação de células sinoviais (YAMASAKI, 2001). Um estudo com o NFKB1 

verificou um aumento na expressão de locais adjacentes a junção cartilagem/osso e associou 

sua expressão ao dano tecidual condizente com erosões ósseas (BENITO et al., 2004). 

 As funções inflamatórias do NFκB podem mediar a produção de citocinas pró-

inflamatórias altamente expressas na AR em monócitos e macrófagos (DAVIGNON et al., 

2013), bem como auxiliar no recrutamento de células imunes inflamatórias para o local da 

inflamação, especificamente no tecido sinovial e tecidos adjacentes (SIMMONDS; 

FOXWELL, 2008). O NFκB também contribui para o aumento da sobrevivência de linfócitos 

B autorreativos e consequente aumento na produção de autoanticorpos (WEI, Shi-Tong et al., 

2015). 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000109320;r=4:102501331-102617302;t=ENST00000226574
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000109320;r=4:102501331-102617302;t=ENST00000505458
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000109320;r=4:102501331-102617302;t=ENST00000394820
http://www.uniprot.org/uniprot/P19838
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As vias canônicas e não canônicas do NFκB também estão associados ao RANK em 

osteoclastos que promovem a perda óssea associada a AR (YAO; XING; BOYCE, 2009). Além 

disso, muitos loci gênicos associados com o desenvolvimento da AR, em estudos de GWAS, 

referem-se a genes relacionados a via de sinalização do NFκB como REL, TNFAIP3 (do inglês, 

TNF Alpha Induced Protein 3) e TRAF1 (do inglês, TNF Receptor Associated Factor 1) 

(CRISWELL, 2008; DIOGO; OKADA; PLENGE, 2014), enfatizando a importância desta via 

para a etiopatogênese da doença. 

Além disso, um estudo identificou seis variantes genéticas no gene NFKB1, entre elas 

uma variante de inserção/deleção na região promotora (-94ins/delATTG) (KARBAN et al., 

2004), associada ao desenvolvimento da AR. Ainda, a mesma variante já foi associada a 

comorbidades da doença onde foi verificado que a presença da deleção em homozigose era 

associada ao aumento do risco de doença cardiovascular (LÓPEZ-MEJÍAS et al., 2012) e 

marcadores da gravidade da doença como DAS28 e Proteína C Reativa (BOGUNIA-KUBIK 

et al., 2016), indicando que fatores genéticos também podem estar relacionados a sua 

desregulação. 

  

2.5 EPIGENÉTICA 

Epigenética é definida como mudanças herdáveis e transitórias no padrão de expressão 

gênica que não decorrentes de mudanças na sequência de DNA primária (TRENKMANN et 

al., 2010). Para alguns, o termo indica as interações entre células e produtos celulares capazes 

de levar a mudança na morfologia celular, bem como sua diferenciação e ativação (STOTZ; 

GRIFFITHS, 2016). O termo epigenética foi criado para indicar os processos pelos quais um 

genótipo dava origem a um fenótipo (HOLLIDAY, 2006; STOTZ; GRIFFITHS, 2016).   

Mudanças epigenéticas podem ocorrer em resposta a sinais ambientais, fisiológicos e 

patológicos (BALLESTAR, 2011). Desordens nos mecanismos epigenéticos tais como, 

alterações no nível de metilação do DNA, modificação de histonas e RNAs não codificantes, 

podem interferir na expressão de genes importantes para célula (TRENKMANN et al., 2010).  

No que se refere as doenças autoimunes, podem ocorrer falhas no sistema de regulação 

da expressão gênica devido a desregulações em mecanismos epigenéticos. Estas desregulações 

podem ser decorrentes de estímulos ambientais e serem relacionadas ao desenvolvimento da 
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autoimunidade (BALLESTAR, 2011; STOTZ; GRIFFITHS, 2016; TRENKMANN et al., 

2010).  

Muitos estudos indicam que o início e patogênese da AR podem ter influência direta de 

fatores epigenéticos, o que tem mostrado seu potencial como biomarcadores eficientes para a 

doença (NEMTSOVA et al., 2019; TRENKMANN et al., 2010). 

 

2.5.1 Micro-RNAs 

Os RNAs não codificantes, isto é, que não são traduzidos em uma proteína, podem ser 

divididos em housekeeping (RNA transportador e RNA ribossomal) e RNAs não codificantes 

regulatórios (WEI, Jian-Wei et al., 2017). Os RNAs não codificantes regulatórios podem ser 

divididos em pequenos RNAs (ex.: micro-RNAs (miRNA) e pequeno RNA de interferência 

(siRNA)), quando apresentam menos que 200 nucleotídeos e, grandes RNAs que apresentam 

mais de 200 nucleotídeos (WEI, Jian-Wei et al., 2017; ZARATIEGUI; IRVINE; 

MARTIENSSEN, 2007).   

Um dos RNAs regulatórios que parecem ser de grande importância para o 

desenvolvimento e patogênese da AR é a expressão de miRNAs (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 

2015; PILETIČ; KUNEJ, 2016). miRNAs são RNAs de aproximadamente 22 nucleotídeos 

provenientes de regiões intragênicas e intergênicas que são processados e exportados para o 

citoplasma, onde se ligam ao seu transcrito alvo e regulam sua tradução (WEI, Jian-Wei et al., 

2017; ZHANG, Zimu; ZHANG, 2015).  

Os miRNAs foram descobertos em 1993 por Victor Ambros em estudos com 

Caenorhabditis elegans e seu papel na regulação de mRNAs alvo foi descrita em 1998 (FIRE 

et al., 1998). No entanto, a relevância dos miRNAs na regulação gênica só foi evidenciada a 

partir das descobertas dos miRNAs Let-7 e Lin-4, onde foi verificada a conservação destes 

miRNAs em diferentes organismos e foi reportada a repressão dos seus mRNAs alvo, lin-14 e 

lin-41 (HAUSSER; ZAVOLAN, 2014; REINHART et al., 2000).  

No genoma humano já foram identificados cerca de 2.000 miRNAs que regulam 

aproximadamente 1/3 dos genes humanos (LEWIS; BURGE; BARTEL, 2005; WEI, Jian-Wei 

et al., 2017), e diversos mecanismos relacionados a regulação da inflamação, diferenciação 
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celular e autoimunidade têm sido associados à ação dos miRNAs (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 

2015; HAUSSER; ZAVOLAN, 2014; REINHART et al., 2000; ZHANG, Lian et al., 2020).   

 

 

2.5.1.1 Biogênese e Mecanismos de ação 

Os miRNAs são codificados a partir de regiões intragênicas e intergênicas que 

constituem as vias canônicas e não-canônicas de biogênese do miRNA (LI, Zhonghan; RANA, 

2014). Na via canônica ocorre a transcrição do miRNA pela RNA polimerase II que produzem 

um transcrito primário longo denominado pri-miRNA (miRNA primário). Este pri-miRNA será 

processado pelo complexo Drosha-DGCR8 (do inglês, DiGeorge syndrome critical region 8) 

que atuam como endonucleases para gerar um pré-miRNA (miRNA precursor). O pré-miRNA, 

por sua vez, é transportado ao citoplasma pela exportin 5 e processado pelo complexo Dicer-

TRBP (do inglês, TAR RNA-binding protein 2) em um miRNA dupla-fita contendo o miRNA 

alvo e sua fita complementar, que posteriormente será degradada (HA, Minju; KIM, 2014).  

Após o processamento, o miRNA maduro se liga ao complexo de silenciamento 

contendo AGO2 (Argonaute 2), formando o complexo miRISC (do inglês, miRNA-induced 

silencing complex) e é capaz de se ligar e regular o alvo. No caso da via não canônica, há a 

síntese de um mRNA e no seu processamento há a liberação de regiões intrônicas através do 

spliceossomo. Devido a origem intrônica do miRNA na via não canônica, este pode ser 

chamado de mirtrons que são estruturalmente semelhantes a pré-miRNAs (CHUROV; 

OLEINIK; KNIP, 2015; HA, Minju; KIM, 2014; LI, Zhonghan; RANA, 2014).  

A regulação de todas as etapas do processo de biogênese de miRNA é bastante rigorosa, 

ocorrendo por exemplo a estabilização da TRBP pela fosforilação mediada por enzimas ERK e 

fosforilação da AGO mediada por enzimas como MAPK e hidroxilação mediada pela enzima 

C-P4H (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 2015; HA, Minju; KIM, 2014; LI, Zhonghan; RANA, 

2014) (Figura 12). 

 

Figura 12 Via canônica e não canônica de biogênese de miRNAs. A via canônica ocorre a transcrição do miRNA 

a partir do seu gene que gera um pri-miRNA com posterior processamento pelo complexo Drosha-DGCR8 e 

formação do pre-miRNA. Na via não canônica ocorre a síntese de um mRNA que libera regiões intrônicas através 



55 

 

 

 

do processo do spliceossomo e são formados os pré-miRNAs. Os pré-miRNAs vão para o citoplasma através da 

exportin 5 e podem ser degradados de imediato se sofrerem ubiquitinação ou podem ser processados e ativos pelo 

complexo Dicer-TRBP-AGO. O TRBP é recrutado mediante a fosforilação por ERK1/2 e a AGO2 é recrutada 

mediante MAPK e C-P4H. O processamento do miRNA dupla-fita que terá uma das fitas degradadas tornando-se 

fita única ocorre dentro do Corpo de Processamento, bem como sua ligação no mRNA alvo.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Li and Rana (2014). 

A ligação entre um miRNA e seu mRNA alvo é completa apenas em alguns casos, o 

comum é ocorrer uma complementariedade parcial, envolvendo 6 a 7 nucleotídeos localizados 

na extremidade 5’ do miRNA e, esta região é denomidade região semente que se ligará a uma 
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sequência complementar do mRNA alvo em sua região 3’UTR. A região semente é o fator 

decisivo na ligação do alvo e, devido ao seu tamanho limitado, estima-se que um mesmo 

miRNA possa regular centenas de genes diferentes (WEI, Jian-Wei et al., 2017). Alguns locais 

de ligação em regiões 5’UTR e regiões codificantes do mRNA também podem ser alvo de 

miRNAs, embora com uma frequência bem menor (XU et al., 2014). 

A maior parte das evidências científicas indicam que os miRNAs atuam como 

reguladores negativos, isto é, reprimindo a expressão dos seus mRNAs alvo e isto pode ocorrer 

mediante a adenilação do mRNA alvo, degradação deste mRNA ou inibição da tradução. No 

entanto, em certas condições e contextos celulares estes miRNAs podem servir como 

reguladores positivos da expressão gênica (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 2015; FURER et al., 

2010; HA, Minju; KIM, 2014). 

Ao ligar-se ao alvo, o miRNA pode inibir o início da tradução impedindo o 

reconhecimento de fatores de iniciação da tradução, como eIF4F e a montagem do complexo 

ribossômico 80S. Alguns mRNAs que tem seu início de tradução inibido, podem ser 

armazenados em corpos de processamento para que sua tradução seja ativada quando 

necessário. A repressão do mRNA também pode ocorrer após o início da tradução através da 

inibição do alongamento da tradução facilitando a degradação dos peptídeos recém-sintetizados 

e degradação do mRNA. Além disso, a repressão da tradução pode ocorrer devido a 

desestabilização do mRNA através da clivagem do CAP 5’ e cauda poli-A ou ainda, 

promovendo a ubiquitinação do mRNA para posterior degradação (HA, Minju; KIM, 2014; 

O’BRIEN et al., 2018) (Figura 13).  
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Figura 13 Mecanismos de silenciamento gênico pós-transcricional mediado por miRNAs onde pode ocorrer a 

degração do mRNA ou armazenamento do mesmo através de impedimento traducional. A) A inibição do início da 

tradução ocorre devido ao impedimento na montagem das subunidades de ribossomos; B) O silenciamento gênico 

ocorre devido a indução da desmontagem do ribossomo; C) O silenciamento ocorre devido a desestabilização do 

mRNA e indução da sua degradação.  

 

Fonte: Imagem adaptada de Ha and Kim (2014). 

miRNAs também parecem exercer funções na regulação positiva de determinados 

genes, especificamente em contextos celulares e condições específicas (NI; LENG, 2016; 

O’BRIEN et al., 2018). A ativação traducional mediada por miRNAs não tem um mecanismo 

molecular completamente elucidado, mas evidências indicam que este processo envolve a 

proteína FXR1 (do inglês, Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1) que se 

complexa com a AGO2 em vez da nuclease GW182 (BUKHARI et al., 2016; O’BRIEN et al., 

2018; VASUDEVAN, S.; TONG; STEITZ, 2007).  

Os miRNAs também podem atuar no núcleo ligando-se a regiões promotoras e proteínas 

de modificação de histonas, tornando determinadas regiões gênicas acessíveis a maquinaria 

transcricional, embora ainda não se sabe ao certo como esse processo ocorre e se os miRNAs 

possuem outras funções dentro do núcleo (O’BRIEN et al., 2018; VASUDEVAN, Shobha, 

2012). Alguns miRNAs parecem afetar diretamente a transcrição gênica através da ligação com 

proteínas ligadoras de metil-CpG e proteínas HDAC, embora este mecanismo precise ser 

melhor investigado (TUDDENHAM et al., 2006; WEI, Jian-Wei et al., 2017; ZARATIEGUI; 

IRVINE; MARTIENSSEN, 2007). 
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A ativação de mRNAs específicos por miRNAs também já foi descrita em células com 

condições de quiescência, como oócitos (VASUDEVAN, Shobha, 2012). Alguns genes como 

IL-10 e KappaB-Ras2 parecem ser regulados positivamente em macrófagos pelo miR-466l e 

miR-125b, respectivamente (MA, Feng et al., 2010; MURPHY, Amy J.; GUYRE; PIOLI, 

2010).   

De toda forma, os miRNAs parecem exercer uma importante regulação na expressão 

dos seus genes alvos e podem agir na modulação da inflamação, manutenção da homeostase e 

defesa do hospedeiro contra antígenos, sendo assim relacionados à etiopatogênese da AR 

(ZHANG, Zimu; ZHANG, 2015; ZHU, Xiaowei et al., 2019).   

 

 

2.5.1.2 miRNAs na Artrite Reumatoide 

Muitos miRNAs que atuam sobre genes importantes para resposta imunológica já foram 

observados com expressão desregulada em doenças inflamatórias como AR, LES, Síndrome de 

Sjogren, Esclerose Múltipla e Diabetes Tipo I e outros (PILETIČ; KUNEJ, 2016; ZHANG, 

Zimu; ZHANG, 2015). 

 Desregulações nos miRNAs miR-21, miR-146a, miR-125b, miR-499 foram reportados 

em diferentes estudos no sangue e FLS de pacientes com AR, sendo que a maioria desses 

estudos foram realizados em PBMCs (do inglês, peripheral blood mononuclear cells) 

(BOGUNIA-KUBIK et al., 2016; PAULEY et al., 2008; PEREZ-SANCHEZ et al., 2018). A 

avaliação de miRNAs em PBMCs de pacientes com AR com o objetivo de detectar possíveis 

marcadores para a gravidade da AR também tem sido estudado, observando-se por exemplo, 

que o aumento da expressão dos miR-221 e miR-222 foram correlacionados com a atividade da 

doença (ABO ELATTA et al., 2019). Além disso, alguns estudos foram realizados em células 

específicas como miR-146a, miR-26, miR-16 e miR-155 em linfócitos CD4, linfócitos B 

(NIIMOTO et al., 2010) ou monócitos (RAJASEKHAR et al., 2017).  

No contexto da sinóvia, estudos também verificaram que desregulações em diversos 

miRNAs têm papeis importantes em funções inflamatórias, como produção de citocinas, e 

catabólicas, como produção de proteases que degradam a matriz óssea (MMPs), na articulação 

(DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN, 2017; STANCZYK et al., 2008; VICENTE et al., 2016). 
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O aumento da expressão de alguns miRNAs como miR-221, miR-323-3p e outros, parecem ter 

um efeito significativo sobre a produção de citocinas e quimiocinas, proliferação de células 

sinoviais como FLSs, e consequente dano tecidual da AR (DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN, 

2017; VICENTE et al., 2016). Um estudo de meta-análise baseado em SMD (do inglês, 

Standardized Mean Difference) reportou o aumento significativo da expressão de miRNAs 

como, miR-16, miR-24, miR-26a, miR155 e miR-223, que desempenham um papel importante 

na membrana sinovial e estão relacionados ao processo de osteoclastogênese, bem como a 

destruição óssea e cartilaginosa (ZHANG, Lian et al., 2020). 

De acordo com essas informações, sabe-se que os genes MYD88, IRAK3, NFKB1 e 

TRAF6 estão desregulados na AR e possuem um significado clínico importante para doença, 

devido aos seus papéis chaves na inflamação. No entanto, não é claramente elucidado quais 

células são responsáveis por essa desregulação. A partir disto, nós hipotetizamos que a 

expressão desses genes pode estar desregulada em monócitos de pacientes com AR e que fatores 

epigenéticos como a ação de miRNAs poderiam estar atuando em seus genes alvos, o que 

poderia estar envolvido no desenvolvimento e patogênese da doença. 

 



60 

 

 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a expressão dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 e miRNAs regulatórios 

em monócitos CD14+ e sua relação com o desenvolvimento e patogênese da Artrite 

Reumatoide e inflamação. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Verificar a relação entre a expressão dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 em 

monócitos de pacientes com AR e controles saudáveis com o desenvolvimento e 

gravidade da doença;   

2. Identificar, in silico, miRNAs com possível função regulatória sobre os genes MYD88, 

IRAK3, TRAF6 e NFKB1. 

3. Verificar a relação entre a expressão dos miRNAs preditos (miR-194-5p, miR-124a-3p, 

miR-9-5p e miR-340-5p) em monócitos de pacientes com AR e controles saudáveis com 

o desenvolvimento e gravidade da doença;   

4. Avaliar a correlação entre a expressão dos miRNAs e a expressão dos genes em 

monócitos; 

5. Analisar a influência desses genes e miRNAs sobre a inflamação mediante análise de 

correlação entre a expressão dos genes e miRNAs e os níveis plasmáticos de citocinas 

(TNF-α, IL-6, IL-2, IL-4, IFN-γ e IL-10). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ARTIGO 1 : MYD88, IRAK3 AND RHEUMATOID ARTHRITIS PATHOGENESIS: 

ANALYSIS OF DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION IN CD14+ MONOCYTES AND 

THE INFLAMMATORY CYTOKINE LEVELS 

Artigo publicado na revista Immunobiology com Fator de Impacto de 3.144. Vide Apêndice A 
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4.2 ARTIGO 2: MIRNAS AND NFKB1 AND TRAF6 TARGET GENES: THE INITIAL 

FUNCTIONAL STUDY IN CD14+ MONOCYTES IN RHEUMATOID ARTHRITIS 

PATIENTS 

Artigo submetido na revista “Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis” com Fator 

de Impacto de 4.291. 
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Abstract 

Purpose: We predicted miRNAs with regulatory impact on NFKB1 and TRAF6 gene 

expression and performed miRNAs and mRNAs expression analyses on CD14+ monocytes 

from RA patients and healthy controls. Additionally, we evaluated the influence of genes and 

miRNAs expression on cytokine levels and clinical features of RA patients.  

Methods: We selected the miR-194-5p, miR-124-3p, miR-9-5p and miR-340-5p to conduct the 

analyses. The CD14+ monocytes from RA patients and healthy controls was purified using 

positive sorting with Dynabeads CD14. Genes and miRNAs expression was assessed by qRT-

PCR, while cytokine levels was assessed by flow cytometer. 

Results: No difference was observed in relation to genes or miRNAs expression when 

compared healthy controls and RA patients or clinical parameters. However, the treatment with 

prednisone seems to influence the miR-194-5p and miR-9-5p levels (FC=-2.31;p=0.031; FC=-

3.05;p=0.031, respectively). To identify the strength of relationship between expression data 

and cytokine plasma levels, we conducted correlation analyses. We observed a moderate 

positive correlation between miR-124-3p expression and IL-6 plasma levels (r=0.46;p=0.033). 

In addition, overexpression of miRNAs was concomitant to overexpression of its target genes 

as indicated by correlation analyses: TRAF6 and miR-194-5p (r=0.60;p<0.001) and miR-9-5p 

(r=0.63;p<0.001) and NFKB1 and miR-194-5p (r=0.72;p<0.001), miR-9-5p (r=0.72;p<0.001) 

and miR-340-5p (r=0.61;p<0.001).  

Conclusions: NFKB1 and TRAF6 genes and miRNAs appear to be influenced by the RA 

therapy, however not influence in the development or pathogenesis of RA. In addition, 

increased levels of miRNAs can be linked to concomitant overexpression of TRAF6 and 

NFKB1 in monocytes and acts as its regulators. 

Keywords: miR-194; miR-124; miR-9, miR-340; NFKB1; TRAF6.  
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 Rheumatoid arthritis (RA) is a complex and autoimmune disease that affects joints and 

can promote irreversible disability to patients (Smolen et al. 2018). RA can be triggered by 

genetic, epigenetic and environmental factors, however, its etiology is not fully understood. 

miRNAs can be related to RA trigger and its pathogenesis once it can influence gene regulation 

thus leading to increased cytokines, chemokines and autoantibodies and promoting tissue 

damage (de la Rica et al. 2013).  

In addition, until now, the role of innate immunity cells is not clear in the etiology or 

pathogenesis of the disease, besides, evidence is emerging to support the influence of 

monocytes on the RA (Evans et al. 2009; Stuhlmüller et al. 2010; Tsukamoto et al. 2017; 

Smiljanovic et al. 2018). Literature data indicates that biomarkers on monocytes could help to 

predict therapeutic response in RA or indicate disease activity in other autoimmune diseases as 

Systemic lupus erythematosus (SLE) (Stuhlmüller et al. 2010; Abd-Elhamid et al. 2017; 

Smiljanovic et al. 2018).    

Transcriptome analysis of monocytes from RA patients indicated a dysregulation of 

inflammatory molecules when compared osteoarthritis (OA) patients and healthy controls and 

among these the NFκB pathway being the most important (Smiljanovic et al. 2018). The NFκB 

pathway is related to inflammation due participation in the processes of activation, 

differentiation and homeostasis of immune cells, and secretion of pro-inflammatory cytokines 

(Sun et al. 2013; Liu et al. 2017). The NFκB family is a complex formed by two subunits 

(homodimer or heterodimer) composed by NFκB1, NFκB2, RelA, RelB and c-Rel (Sun et al. 

2013; Liu et al. 2017).  The heterodimer composed by NFκB1/ RelA or NFκB1/c-Rel is 

predominant in different immune cells and to play a role in autoimmunity (Lawrence 2009; Sun 

et al. 2013). In addition, a key molecule for NFκB activation is the tumor necrosis factor 

receptor (TNFR)-associated factor 6 (TRAF6) (Walsh et al. 2015). TRAF6 is a cytoplasmatic 

adaptor protein responsible for promoting a signal transduction induced mainly by TNFR and 

IL1R, which leads to activation of NFκB pathway (Walsh et al. 2015). TRAF6 also mediates 

signals of various cellular receptors and acts in immunoregulatory functions, development, 

homeostasis, and activation of immune and non-immune cells (Wang et al. 2015a; Walsh et al. 

2015; Zhu et al. 2017). 

The expression increase of TRAF6 and NFκB1 in RA patients synovium promotes a 

higher concentration of inflammatory cells in the joint, and consequently tissue damage in 

synovium (Zhu et al. 2012; Świerkot et al. 2016; Liu et al. 2017; Puchner et al. 2018). However, 
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there is still no consensus of the monocytes participation in this TRAF6 and NFKB1 genes 

deregulation and which factors are responsible for this (Smolen et al. 2018).   

Some studies verified the interference of miRNAs on the regulation of the NFKB1 and 

TRAF6 genes in cancer (Huang et al. 2016; Wu et al. 2018; Zhu et al. 2020) and cardiovascular 

diseases (Liang et al. 2019) . Specifically in autoimmune diseases only Yue et al (Yue et al. 

2019) observed a negative regulation of NFKB1 mediated by miR-9-5p in BV2 cells in study 

with multiple sclerosis. Thus, cell assays using monocytes can allow new insights into the 

pathogenesis of RA and be particularly promising for personalized medicine in the disease 

(Evans et al. 2009; Davignon et al. 2013; Puchner et al. 2018).  

The present study aimed predicting the functional impact of miRNAs on NFKB1 and 

TRAF6 gene expression and performing microRNAs and mRNAs expression analyses in 

monocytes from RA patients and healthy controls. We also evaluated the influence of genes 

and miRNAs expression on cytokine levels and the possible clinical significance of these 

findings in RA pathogenesis. 

 

Materials and Methods 

Study participants 

Twenty RA patients diagnosed according to the 2010 classification criteria of the 

American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) 

(Smolen et al. 2010b) from at the Policlinica Doutor Jamacy de Medeiros and Hospital das 

Clinicas of Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil was enrolled in our 

study. Demographics data and clinical features were collected in appropriate questionnaires 

during clinical care. Biochemical analyses (C reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation 

rate (ESR), rheumatoid factor (RF)) were evaluated from peripheral blood of each individual 

participating in the study. Patients included were women naive for treatment or treated only 

with glucocorticoid and/or disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) synthetic 

(methotrexate, leflunomide, sulfasalazine or hydroxychloroquine). The RA patients who 

received any biological agents were excluded from the study. The RA patients were divided in 

three subgroups: naïve (untreated patients); monotherapy (RA patients on monotherapy of 

synthetic DMARDs (methotrexate, leflunomide or hydroxychloroquine)) and combined 

treatment (RA patients on combined therapy with methotrexate plus hydroxychloroquine or 
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methotrexate plus sulfasalazine)) for evaluate the relation of the TRAF6, NFKB1 and miRNAs 

with the treatment strategies. Besides this, we also stratified RA patients according to use of 

glucocorticoid (prednisone users and non-prednisone users). 

The healthy control group consisted of eighteen individuals matched by gender, age, 

BMI (Body Mass Index) and geographic region. We also performed biochemical analysis 

(ESR) and excluded individuals with a significant level of inflammation (ESR >30mm/h) and 

with autoimmune, chronic or infectious diseases. This study was approved by the Ethics 

Committee of the Health Sciences Center of the Federal University of Pernambuco (CAAE 

10035418.4.0000.5208) and all subjects signed consent form before enrollment.  

 

miRNA prediction analysis 

The miRNAs were chosen using four prediction tools available online (TargetScan 7.1 

(Agarwal et al. 2015); DIANA-MicroT (Paraskevopoulou et al. 2013); miRanda-mirSVR 

(Betel et al. 2010) and PicTar (Krek et al. 2005)). The miRNAs selected for study were 

predicted at least in three tools are more likely to have an impact on NFKB1 (Ensembl: 

ENSG00000109320) or TRAF6 (Ensembl: ENSG00000175104) gene expression. 

 

Cell Isolation 

The peripheral blood mononuclear cell (PBMC) isolation was performed of peripheral 

blood collected in vacutainer tubes containing heparin according standard density gradient 

centrifugation with Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, USA). Subsequently, 1 x 107 cells were 

used from each individual to purify CD14+ monocytes using positive sorting with Dynabeads 

CD14 (Invitrogen, USA). Posteriorly, cells were labeled with anti-CD14-FITC (BD 

Biosciences, USA) and anti-CD3-PE-Cy5.5 (BD Biosciences, USA) and incubated for 30 min 

at 4ºC to perform the immunofluorescence analysis in the flow cytometry Accuri C6 Flow 

Cytometer (BD Biosciences, USA). 

 

RNA isolation and determination of TRAF6 gene and miRNAs expression  

The total RNA from monocytes was extracted using TRIzol® reagent (Invitrogen, 

USA). The reverse transcription was performed by GoScript Reverse Transcription System 

(Promega, USA) according to the manufacturer's protocol starting from 500ng of RNA. We 

performed a quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) using TaqMan probes as 
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follow: NFKB1 (ID assay: Hs00765730), TRAF6 (ID assay: Hs00939742) GAPDH (ID assay: 

Hs03929097), ACTB (ID assay: Hs99999903), 18S (ID assay: Hs03003631). RPLP0 gene 

expression also was assessed using SYBR Green assay using 1X SYBR Green PCR Master 

Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) and 10µM of PCR primers previously validated (de Lima 

et al. 2019).  NFKB1 and TRAF6 gene expression was normalized by GAPDH, ACTB, 18S and 

RPLP0 reference genes. 

The TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 

was used to perform cDNA of miRNAs analyzed using an input of 10ng of total RNA. Small 

RNAs analyses were performed with the probes miR-194-5p (ID assay: 000493), miR-124-3p 

(ID assay: 001182), miR-9-5p (ID assay: 000583), miR-340-5p (ID assay: 002258), RNU6B 

(ID assay: 001093) and RNU48 (ID Assay: 001006). miRNAs expression was normalized by 

RNU48 and RNU6B reference small RNAs.  

All analyzes were performed in triplicate using ABI Prism 7500 Sequence Detection 

System (Thermo Fisher Scientific, USA). The relative gene expression and miRNA expression 

was conducted following the Vandesompele method (Vandesompele et al. 2002) and MIQE 

guidelines (Bustin et al. 2009).  

 

Cytokine Levels 

Plasma samples were obtained from 25 individuals (16 RA patients and 9 healthy 

controls) during PBMC isolation after standard density gradient centrifugation and stored at -

80ºC until cytokine quantification. Cytokine levels (TNF-α, IL-6, IL-2 and IL-10) were 

measured using BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit II. All 

analyzes were performed in Accuri C6 Flow Cytometer (BD Biosciences, USA).  

 

Statistical Analyses 

Data are expressed as mean ± standard deviation to quantitative variables or percentage 

and number to categorical variables. Relative expression levels were calculated using 

normalized data (Vandesompele et al. 2002). The normal distribution was tested according to 

Shapiro-Wilk test and parametric (ANOVA or T Student) or nonparametric (Kruskal-Wallis or 

Mann–Whitney U) tests were used as appropriate. Correlations between two continuous 

variables were measured using Pearson or Spearman’s correlation coefficient (r). P values < 
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0.05 were considered statistically significant. GraphPad Prism 6.0 software was employed for 

data analysis. 

 

Results  

Subjects of study 

The demographic and clinical characteristics of RA patients and healthy controls are 

shown in Table 1.  Both group of patients and healthy controls were females with a mean age 

of 53.20±7.96 years and 53.83±4.54 years, respectively. RA group had mean disease duration 

of 79.0 ±81.99 months and presented an active RA (DAS28-ESR: 5.41±1.20; CDAI: 

28.99±12.97).  Three patients were untreated, while nine patients received methotrexate, 

leflunomide or hydroxychloroquine as monotherapy or in combination with prednisone and 

eight patients were under treatment with combined synthetic DMARDs (methotrexate plus 

hydroxychloroquine or methotrexate plus sulfasalazine). 

 

miR-194-5p and miR-124-3p, miR-9-5p and miR-340-5p directly target the 3′UTR of TRAF6 

and NFKB1 genes, respectively,  according to in silico approach  

We identified 87 miRNAs predicted by DIANA-MicroT, 13 miRNAs predicted by 

TargetScan, 21 miRNAs predicted by miRanda-mirSVR and 2 miRNAS predicted by PicTar 

how potential binding site of TRAF6. We also considered different scores (DIANA-MicroT: 

miTG score; TargetScan: context score and Pct score; and miRanda-SVR: miSVR score) to 

indicate a possible impact on TRAF6 expression and selected the miR-194-5p and miR-124-3p 

to conduct the assays. Likewise, we found miRNAs with potential binding site in the NFKB1 

predicted by TargetScan (n=16), DIANA-MicroT (n=41), miRanda-mirSVR (n=17) and PicTar 

(n=1). The miR-9-5p and miR-340-5p were selected for analysis. 

 

TRAF6, NFKB1 and miRNAs expression are not related to development and clinical 

parameters but are influenced by the RA treatment strategy  

We evaluated the TRAF6 and NFKB1 genes and miRNAs expression in monocytes from 

RA patients and healthy controls. Relative expression data did not show significant difference 

when comparing RA patients with healthy controls to both genes TRAF6 (FC (Fold Change)=-

1.227; p=0.404) and NFKB1 (FC=-1.013; p=0.798). Likewise miRNA expression data also did 

not show significant difference when comparing RA patients with healthy controls for miR-
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194-5p (FC=-1.042; p=0.796), miR-124-3p (FC=-1.126; p=0.910), miR-9-5p (FC=-1.200; 

p=0.378) and miR-340-5p (FC=1.482; p=0.448). Data are shown in Figure 1. 

In addition, we evaluated the correlations between genes and miRNAs expression with 

clinical characteristics of RA patients. We did not observe correlations between TRAF6, NFKB1 

and miRNAs expression and disease duration, activity disease parameters (DAS28 and CDAI) 

or biochemical features (ESR and CRP). Furthermore, no significant correlation was found in 

the inflamed joint counts TJC (tender joints count), SJC (swollen joint count) or disability 

index, measured by HAQ. Correlations data are shown in Table 2.  

Finally, we evaluated the RA therapy influences genes and miRNAs expression. RA 

patients were stratified according to use of glucocorticoid (prednisone) and we observed that 

non-prednisone users showed significant lower miR-194-5p expression when compared to 

prednisone users (FC=-2.31; p=0.031). Similarly, non-prednisone users showed lower miR-9-

5p levels when compared to prednisone users (FC=-3.05; p=0.031) (Table 3).  

We also stratified RA patients according to use of synthetic DMARDs: RA patients 

untreated (naive), RA patients on monotherapy of synthetic DMARDs (methotrexate, 

leflunomide or hydroxychloroquine) and RA patients with combined DMARDs (methotrexate 

plus hydroxychloroquine or methotrexate plus sulfasalazine). However, we did not observe 

significant differences among these groups. 

 

miR-124-3p expression in monocytes is positively correlated to IL-6 plasma levels 

We performed correlation analyses to verify the influence of TRAF6 and NFKB1 genes 

and miRNAs expression in the TNF-α, IL-6, IL-2 and IL-10 plasma cytokines levels. 

Correlation data are shown in Table 4. We observed a moderate positive correlation between 

miR-124-3p expression and IL-6 plasma levels (r=0.46 p=0.033). Besides this, the results 

indicate a tendency of correlation between TRAF6 gene expression and IL-10 plasma levels (r 

= 0.40; p = 0.051). In addition, no significant correlation was observed among genes and 

miRNAs expression with other plasma cytokines levels. 

 

TRAF6 and NFKB1 genes expression are strongly correlated in monocytes 

NFKB1 and TRAF6 are closely related in many pathways and we decided to assess 

whether the overexpression of NFKB1 is concomitant to overexpression of TRAF6 in 
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monocytes. Analysis using all individuals of study (RA patients plus healthy controls) showed 

a strong positive correlation between NFKB1 and TRAF6 genes (r=0.820; p<0.001) (Figure 2a). 

In the same way, in the subgroup analyses a strong positive correlation was observed in the RA 

patients group (r=0.836, p<0.001) and healthy control group (r=0.831, p<0.001), suggesting 

that both are related in the inflammatory and non-inflammatory context. 

 

miR-194-5p, miR-9-5p and miR-340-5p may act as regulators of TRAF6 and NFKB1 genes 

in monocytes 

To explore the potential role of miR-194-5p, miR-124-3p, miR-9-5p and miR-340-5p 

on TRAF6 and NFKB1 gene expression we conducted correlation analyses.  

A significant correlation was observed between TRAF6 gene expression and miR-194-

5p indicating a moderate positive correlation (r=0.603; p<0.001) (Figure 2b), which was 

maintained in the subgroups analysis (RA patients group: r=0.721; p<0.001; control group: 

r=0.521; p=0.041). A positive correlation also was observed between miR-9-5p and TRAF6 

gene (r=0.636; p<0.001) (Figure 2c) and in the subgroup analyses (RA patients group: r=0.552, 

p=0.018; control group: r=0.723, p=0.004).  

On the other hand, we did not find the correlation of TRAF6 gene expression and miR-

124-3p levels in the total individuals (r=-0.105; p=0.562) or in the subgroups analyzed (RA 

patients group: r=0.154, p=0.553; control group: r=-0.159, p=0.556). Likewise, we did not 

observe correlation between miR-340-5p and TRAF6 gene expression in the analysis including 

total individuals (r=0.455; p=0.149) or the subgroups analyzed (RA patients group: r=0.417, 

p=0.098 and control group: r=0.573, p=0.071). 

Concerning NFKB1, the analysis using total subjects showed a strong positive 

correlation between NFKB1 and miR-194-5p (r=0.718; p<0.001) (Figure 2d). Similarly, the 

subgroups analyzed showed the same findings (RA patients group: r=0.849; p<0.001; control 

group: r=0.642; p=0.006). We also observed a positive and strong correlation between NFKB1 

gene expression and miR-9-5p (r=0.719; p<0.001) (Figure 2e) and the analysis of the subgroups 

RA patients (r=0.719; p<0.001) or controls (r=0.750; p=0.002). Likewise, a positive correlation 

also was found between NFKB1 gene and miR-340-5p (r=0.606; p<0.001) (Figure 2f) and in 

the subgroup analyses (RA patients group: r=0.534, p=0.029; control group: r=0.727, p=0.014). 

On the other hand, the NFKB1 gene expression and miR-124-3p were not correlated in the 
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group of total individuals (r=-0.257; p=0.142) or the subgroups (RA patients group: r=-0.194, 

p=0.454; control group: r=-0.306, p=0.231). 

Interestingly, our results also indicate strong correlation between all the analyzed 

miRNAs suggesting that their expression is similar in monocytes (miR-194-5p and miR-9-5p: 

r=0.819 p<0.001; miR-194-5p and miR-340-5p: r=0.661 p<0.001; miR-9-5p and miR-340: 

r=0.765 p<0.001). 

 

Discussion  

In this study we assessed four main topics related to TRAF6 and NFKB1 genes 

expression and its relationship with inflammation and RA. Firstly, our study evaluated miRNAs 

with a possible effect on TRAF6 and NFKB1 expression through an in silico approach. 

Secondly, we conducted an mRNA and miRNA expression analyses of RA patients and healthy 

controls in monocytes to assess the clinical significance of these findings to RA. Thirdly, we 

verified the influence of genes and miRNAs expression on plasma cytokine levels. Fourthly, 

we verified the correlation of mRNAs and miRNAs expression. 

Our results in silico showed that miR-9-5p and miR-340-5p seemed to be promising as 

regulatory factors of NFKB1, while miR-194-5p and miR-124-3p can potentially regulate 

TRAF6 gene expression. In the supplementary material (SM1), we summarize the main results 

of published studies on expression of TRAF6 and NFKB1 and miR-194-5p, miR-124-3p, miR-

9-5p and miR-340-5p and its implication for Rheumatoid arthritis.  

In relation to TRAF6 and NFKB1 and miRNAs expression in monocytes and RA 

development or clinical features we did not observe differences in genes and miRNAs 

expression between RA patients and healthy controls or in relation to clinical features of RA 

patients (clinical activity indices, serological parameters or treatment). Similar to our findings, 

no statistical differences was observed by Zhu et al. (2012) when evaluated the relationship 

among TRAF6 expression in synovial tissue and clinical features of RA patients, although 

studies indicated a overexpression of TRAF6 in synovial of RA and RA-fibroblast-like 

synoviocytes (RA-FLSs) (Zhu et al. 2012; Wang et al. 2015b). The expression of NFKB1 gene 

seems to be relevant to RA severity as observed by Sarmiento Salinas et al. (2018) since the 

authors reported an upregulation of NFKB1 in active RA compared to inactive RA patients. In 

relation to miRNAs expression, we also did not observe statistical differences with development 
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or clinical parameters of the RA patients. Low levels of miR-9-5p, miR-124-3p and miR-340-

5p in plasma or serum of RA patients as compared with controls were observed by Wang et al. 

(2015b); Goldbergová et al. (2018); Zhang et al. (2020). Likewise, it was observed by De la 

Rosa et al. (2020) in neutrophils from peripheral blood of RA patients as compared to healthy 

controls, although no relation was observed in RA severity or biochemical markers in none of 

these studies. On the other hand, Fernandez-Ruiz et al observed that miR-194-5p was 

overexpressed in whole blood of RA flare-up patients as compared to sustained remission RA 

(Fernández-Ruiz et al. 2018).  

Interestingly, our findings showed that miR-194-5p can be altered by prednisone 

therapy since patients using prednisone showed a 2.31-fold increase in levels of this miRNA, 

while miR-9-5p showed a 3.05-fold increase in its levels in prednisone users. The relation of 

miR-194-5p and treatment with prednisone was not tested previously, however, a study 

conducted by Fernández-Ruiz et al. (2018) failed to detect relation between treatment with 

tofacitinib and miR-194-5p in RA patients. Moreover, to our knowledge, the miR-9-5p levels 

was not tested for any RA treatment strategies until now. Thus, we suggest that the expression 

of miR-194-5p and miR-9-5p in monocytes can be important to understand the effect of therapy 

in RA patients. 

Our findings also showed that miR-124-3p levels presented a significant positive 

correlation with IL-6 levels, while TRAF6 expression showed a borderline correlation with IL-

10 levels (p = 0.051). Similarly, miR-124a-3p overexpression promoted a upregulation of TNF-

α, IL-6, and IL-1β production in human cardiac myocyte (HCM) cell line (Liang et al. 2019). 

On the other hand, in murine macrophage RAW264.7 cell line, the miR-124-3p levels was 

associated with decreased of TNFα, IL-6 and IL-1β (Ma et al. 2014) while in serum of RA 

patients no significant correlation was found between miR-124-3p and IL-6, TNFα or IL-8 

cytokine levels (Goldbergová et al. 2018). The miR-194-5p and miR-340-5p levels were related 

to a downregulation of TNF-α, IL-6 and IL-1β cytokine levels in mice nucleus pulposus cells 

and RA-fibroblast-like synoviocytes induced with lipopolysaccharides (Kong et al. 2018; 

Zhang et al. 2020b) while miR-9-5p plasma levels of RA patients showed no correlation with 

IL-6, IL-1β and TNF-α levels (Wang et al. 2015b). Considering the discrepancies of different 

studies in different cells, we suggested that the influence of these genes and miRNAs expression 

on cytokine production depends on cellular type and it should be studied in each specific 

cellular context. 
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In addition, we verified the correlation between mRNAs and miRNAs expression. Our 

results showed a very strong positive correlation between TRAF6 and NFKB1 genes expression 

in monocytes. Both genes and its proteins act together to activate NFκB pathway (Walsh et al. 

2015; Liu et al. 2017) and probably show a co-expression to promote the inflammation. It is 

important to note that the closely relationship between both molecules can be explored in 

personalized medicine as a new approach to diseases that present dysregulation of TRAF6 or 

NFκB1.   

Considering that TRAF6 and NFKB1 genes were positively correlated in monocytes, we 

decided to assess the correlation of all miRNAs (miR-194-5p, miR-124-3p, miR-9-5p and miR-

340-5p) and both genes. We observed a strong positive correlation between TRAF6 with miR-

194-5p and miR-9-5p and also NFKB1 with miR-194-5p, miR-9-5p and miR-340-5p. In 

contrast with our findings, studies showed that miR-194-5p plays a role in the TRAF6 

suppression in mice nucleus pulposus cells (Kong et al. 2018) and in THP-1 cells (Tian et al. 

2015). In relation to NFKB1, Bazzoni et al. (2009) found similar results since the NFKB1 active 

by TLR4 enhanced miR-9-5p levels in human monocytes. On the other hand, Gu et al. (2016) 

also found the suppression of NFKB1 mediated by miR-9-5p in human primary chondrocytes 

of osteoarthritis patients. Regarding miR-340-5p, Li et al. (2016) found a NFKB1 

downregulation mediated by miR-340 in ovarian cancer cells. Our study and literature data 

agree that these miRNAs act as regulators of the TRAF6 and NFKB1 genes although this 

regulation appears to occur in different ways in different cell types. miRNAs commonly 

promote a downregulation of target genes but the opposite effect on specific cellular contexts 

had been seen (Vasudevan et al. 2007; Vasudevan 2012; Ni and Leng 2016; O’Brien et al. 

2018). These studies suggested that miRNA can affect the mRNA translate activation 

promoting mRNA inactive to translation but not causing its degradation, which can lead to an 

increase in the number of mRNAs molecules in a specific cellular type (Vasudevan 2012; Ni 

and Leng 2016). According to this, we suggested that these miRNAs (miR-194-5p, miR-9-5p 

and miR-340-5p) binds in the 3'UTR region of their target genes (TRAF6 and NFKB1) and 

blocking its translation through a mechanism in which the cell stores mRNAs ready for 

translation if needs. Although, in this study a functional analysis between miRNAs and mRNAs 

was not performed, we provide insights that may encourage future studies to test this 

hypothesis.  
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In conclusion, our study showed that expression of the TRAF6 and NFKB1 genes and 

miRNAs in monocytes not play a role in the development and pathogenesis of RA, although 

miR-194-5p and miR-9-5p levels appear to be influenced by the RA treatment strategy. In 

addition, we observed a significant correlation between genes and miRNAs analyzed and 

confirmed the role of miRNAs as regulators of the TRAF6 and NFKB1 in monocytes. 
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Figure 1. Relative expression levels of TRAF6 and NFKB1 and miRNAs in monocytes of RA 

patients and healthy controls. Statistical difference was tested with the non-parametric Mann-

Whitney test. Data are presented as mean (central line) and standard deviation (top and 

bottom of the line). 
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Figure 2. Scatter plot demonstrating correlations of mRNAs and miRNAs gene expression (fold change) in 

monocytes from RA patients and controls using Spearman’s correlation analyses. a - Correlation between 

TRAF6 and NFKB1 gene expression; b – Correlation between TRAF6 gene expression and miR-194-5p 

expression; c – Correlation between TRAF6 gene expression and miR-9-5p expression; d – Correlation 

between NFKB1 gene expression and miR-194-5p expression; e – Correlation between NFKB1 gene 

expression and miR-9-5p expression; f – Correlation between NFKB1 gene expression and miR-340-5p 

expression. 

 

Fonte: A autora (2021) 
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Table 1. Demographic data and clinical parameters features of patients with rheumatoid arthritis and 

healthy controls 

Variable RA patients (N=20) Healthy controls (N=18) 

Age; mean ± SD years 53.20 ± 7.96 53.83 ± 4.54 

BMI; mean ± SD 27.37 ± 5.91 26.28 ± 3.90 

ESR, mean ± SD mm/h 29.40 ± 11.19 18.47 ± 7.42 

CRP, mean ± SD mg/L 1.60 ± 2.09   

Age at RA onset; mean ± SD years 46.60 ± 9.48  

Disease duration, mean ± SD months 79.08 ± 81.99  

DAS28, mean ± SD 5.41 ± 1.20  

CDAI; mean ± SD 28.39 ± 12.97  

HAQ; mean ± SD  0.86 ± 0.73  

TJC; mean ± SD 11.05 ± 9.26  

SJC; mean ± SD 4.65 ± 4.73  

Rheumatoid factor positivea, n (%) 7 (53.85)  

Joint space narrowing presenceb, n (%) 8 (80.00)  

Treatment   

Without treatment n (%) 3 (15.00)  

Corticosteroids, n (%)  11 (55.00)  

Methotrexate, n (%) 12 (60.00)  

Hydroxychloroquine, n (%) 9 (45.00)  

Leflunomide, n (%) 2 (10.00)  

Sulfasalazine, n (%) 1 (5.00)  

Hypertension 11 (55.00)  
a- Data available for 13 patients; b- Data available for 10 patients; SD: Standard deviation; BMI: Body Mass Index; ESR: 

Erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; DAS28: RA disease activity score 28 joint; CDAI: Clinical 

Disease Activity Index; HAQ: Health  

Assessment Questionnaire; TJC: Tender joint count; SJC: Swollen joint count. 

Fonte: A autora (2021) 
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Table 2. Correlation between TRAF6, NFKB1 and miRNAs expression in CD14+ monocytes and clinical characteristics of RA patients  

Variables 
NFKB1 gene TRAF6 gene miR-194-5p miR-124-3p miR-9-5p miR-340-5p 

r       p-value r       p-value r       p-value r       p-value R p-value r p-value 

Disease duration  0.18 0.450 b -0.02 0.944 b 0.12 0.601 b -0.10 0.684 b 0.28 0.262 b 0.04 0.888 b 

DAS28 -0.23 0.321 a -0.14 0.567 b -0.29 0.208 b -0.20 0.448 a -0.14 0.578 b -0.29 0.254 b 

CDAI -0.26 0.276  a -0.24 0.299 b -0.34 0.139 b -0.20 0.453 a -0.18 0.485 b -0.37 0.141 b 

HAQ -0.15 0.516 b -0.30 0.195 b -0.13 0.571 b -0.37 0.145 b -0.11 0.671 b -0.32 0.204 b 

ESR -0.18 0.458 a 0.10 0.859 b -0.01 0.992 b 0.28 0.270 a -0.28 0.253 b -0.11 0.664 b 

CRP -0.19 0.517 b 0.05 0.859 b -0.21 0.470 b 0.31 0.359 b -0.29 0.357 b 0.11 0.739 b 

TJC -0.19 0.432 b -0.06 0.791 b -0.11 0.638 b -0.09 0.720 b 0.04 0.874 b -0.18 0.485 b 

SJC 0.33 0.166 b 0.15 0.530 b 0.19 0.436 b -0.29 0.281 a 0.11 0.671 b 0.06 0.822 b 

r: correlation coefficient; DAS28: Disease Activity Score 28-joint; CDAI: Clinical Disease Activity Index; HAQ: Health Assessment Questionnaire; ESR: erythrocyte sedimentation 

rate; CRP: C-reactive protein; TJC: Tender joint count; SJC: Swollen joint count;  
a- Correlations was tested using Pearson’s correlation test; b- Correlations was tested using Spearman’s correlation test. 

Fonte: A autora (2021) 
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Table 3. Normalized quantitative expression of TRAF6 and NFKB1 genes and miRNAs expression in CD14+ monocytes from RA patients in different treatment 

strategies.  

Variables 
NFKB1 gene TRAF6 gene miR-194-5p miR-124-3p miR-9-5p miR-340-5p 

Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) 

Treatment strategies       

Naïve  (N = 3) 1.107 ± 0.198 1.423 ± 0.679 0.277 ± 0.120 1.346 ± 1.215 0.212 ± 0.169 0.130 ± 0.111 

DMARDs as monotherapy (N = 9) 1.531 ± 0.484 1.632 ± 0.703 0.592 ± 0.351 1.480 ± 2.927 0.576 ± 0.413 0.270 ± 0.222 

DMARDs combined (N = 8) 1.511 ± 0.869 1.578 ± 0.862 0.845 ± 0.704 1.091 ± 1.464 0.980 ± 1.159 0.782 ± 0.792 

P-value 0.606 a 0.961 a 0.269 a 0.756 b 0.267 b 0.102 a 

Use of glucocorticoid       

Prednisone user (N= 11) 1.656 ± 0.682 1.744 ± 0.793 0.867 ± 0.575 0.836 ± 1.255 0.979 ± 0.984 0.631 ± 0.679 

No Prednisone user (N = 9) 1.218 ± 0.509 1.377 ± 0.634 0.376 ± 0.302 1.877 ± 2.872 0.321 ± 0.246 0.237 ± 0.338 

P-value 0.128a 0.277 a 0.031 b 0.228 b 0.031 b 0.0941 a 
SD: Standard deviation; DMARDs; Naïve: RA patients untreated; DMARDs as monotherapy: RA patients treated with methotrexate, leflunomide or hydroxychloroquine as monotherapy; 

DMARDs combined: RA patients treated with combined therapy (methotrexate plus hydroxychloroquine or methotrexate plus sulfasalazine). Bold means significant  
a- Statistic was tested using parametric tests (Unpaired t test or ANOVA); b- Statistic was tested using non-parametric tests (Mann-Whitney or Kruskal-Wallis tests). 

Fonte: A autora (2021) 
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Table 4. Correlation between TRAF6, NFKB1 and miRNAs expression in CD14+ monocytes and TNF-α, IL-6, IL-2 and IL-10 plasma cytokines 

levels from RA patients and healthy controls.  

Variables 
NFKB1 gene TRAF6 gene miR-194-5p miR-124-3p miR-9-5p miR-340-5p 

r       p-value r       p-value r       p-value r       p-value R p-value r p-value 

TNF-α 0.12 0.556 0.14 0.515 -0.05 0.821 -0.05 0.824 0.04 0.859 -0.09 0.713 

IL-6 0.19 0.373 0.25 0.247 0.20 0.367 0.46 0.033 0.01 0.984 -0.01 0.981 

IL-2 0.31 0.134 0.23 0.276 0.33 0.125 -0.01 0.986 0.29 0.187 0.23 0.373 

IL-10 0.34 0.093 0.40 0.051 0.17 0.441 0.08 0.719 -0.03 0.899 -0.2 0.951 

r: correlation coefficient; BMI: Body Mass Index; DAS28: Disease Activity Score 28-joint; CDAI: Clinical Disease Activity Index; HAQ: Health Assessment Questionnaire; 

ESR: erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; TJC: Tender joint count; SJC: Swollen joint count.  

Correlations was tested using Spearman’s correlation test. Bold means significant. 

Fonte: A autora (2021) 
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Supplementary material: Table summarizing results of the main published studies on expression of TRAF6 and NFKB1 genes and miR-194-5p, miR-124-

3p, miR-9-5p and miR-340-5p its implication for Rheumatoid arthritis 

Genes and 

miRNAs 
Author(s) and Year Type of sample Findings 

TRAF6  

(Zhu et al. 2012)  RA synovium  

TRAF6 was overexpressed in RA synovium as compared to 

osteoarthritis and orthopedic arthropathies patients. It was observed a 

positive correlation between TRAF6 expression and synovitis score 

and inflammatory cell infiltration, although no significant difference in 

RA clinical features (DAS28-CRP, ESR, CRP, RF, ACPA, TJC, SJC, 

HAQ and erosion) was seen.  

 

(Wang et al. 2015a) 

Mouse collagen‑induced arthritis (CIA)  

Human RA- fibroblast-like synoviocytes 

(RA-FLSs) 

TRAF6 was overexpressed in CIA joints as compared to normal DBA/1 mice and 
human RA-FLSs as compared to osteoarthritis-FLSs. In addition, TRAF6 inhibition by 
siTRAF6 reduced the severity of RA, joint inflammation and matrix 
metalloproteinase in mice. TRAF6 inhibition by Anti‑TRAF6mAb in human RA-FLSs 
reduced IL-1β-stimulated migration, invasion and MMP‑1, MMP‑3 and MMP‑9 
secretion. 

 

(Zhang et al. 2015) 
RA- fibroblast-like synoviocytes (RA-

FLSs) 

Sinomenine treatment in RA-FLSs reduced gene and protein 

expression of TRAF6 and promotes reduction in RA-FLS proliferation, 

prevention of cartilage and subchondral bone destruction 

 

(Wu et al. 2016) 
WDFY3 transgenic Mice 

 

WDFY3-deficient bone marrow-derived macrophages showed an 

increased levels of TRAF6 mRNA and protein as compared to bone 

marrow-derived macrophages wild type and the osteoclastogenesis in 

WDFY3-deficient cells is TRAF6 dependent. 

 

(Zhu et al. 2017)  

 

RA- fibroblast-like synoviocytes (RA-

FLSs) 

TRAF6 was overexpressed in RA-FLSs as compared to osteoarthritis-

FLSs. In addition, TRAF6 inhibition by lentiviral transfection reduced 
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secretion of cytokines (IL-1β, IL-8, IL-6, TNF-α) and matrix 

metalloproteinase (MMP-13, and MMP-3) and reduced RA-FLSs 

proliferation. 

 

(Brenke et al. 2018) 

Human peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs)  

Mouse collagen‑induced arthritis (CIA) 

A small-molecule modulator (C25-140) reduced the TRAF6–Ubc13 

protein interaction and promoted a reduction of TNF-α, IL-6 and IL-1β 

production in PBMCs and murine cells. In addition, in CIA model the 

treatment promoted ameliorated of arthritic index and symptoms of RA 

 

(Puchner et al. 2018) 

 
Mouse monocytes 

TRAF6 (mRNA and protein levels) was overexpressed in RA non-

classical monocytes subset (Ly6C-) compared with classical 

monocytes subsets (Ly6C+) in mice.  

 

(Liu et al. 2019b) Mouse collagen‑induced arthritis (CIA) 
A histone modification (neddylation at Lys124) of TRAF6 gene 

regulates IL-17A-induced NF-κB activation. 

    

NFKB1 

(Han et al. 1998)  
RA synovial tissue  

Mouse collagen‑induced arthritis (CIA)  

NFκB1 was overexpressed in RA synovial tissue as compared to 

normal synovial tissue although no difference was seen when 

compared to osteoarthritis. In addition, the ability of NFκB1 to bind to 

DNA was increased in RA patients as compared to osteoarthritis and in 

mice CIA 

 

(Campbell et al. 2000) Mouse collagen‑induced arthritis (CIA) 

NFKB1 –/– mice showed a decrease of incidence and severity of 

arthritis in CIA. In addition, the synovial cells in acute arthritis showed 

a higher nuclear translocation of p50 (NFκB1 isoform) 

 

(Benito et al. 2004) RA synovial tissue 

RA patients showed a overexpression of NFκB1 in cartilage-pannus 

junction as compared to synovial tissue of psoriatic arthritis and 

osteoarthritis 
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(Ahmed et al. 2018) 
Synovial membrane and articular cartilage 

of osteoarthritis (OA) patients 

There was not significant differences in NFKB1 gene expression in 

articular cartilage and synovial membrane when compared OA patients 

and postmortem controls. In addition, there was not correlation 

between NFKB1 expression and IL-8, IL-6, or MMP3 gene expression  

 

(Sarmiento Salinas et 

al. 2018) 
Leukocytes from peripheral blood 

NFBK1 was upregulated in active RA compared as inactive RA and 

the use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs also affect the 

expression. 

 

(Zhang et al. 2018) 
RA- fibroblast-like synoviocytes (RA-

FLSs) 

Aspirin reduces p‑P50 (phosphorylated NFκB1 isoform) levels in RA-

FLSs, however, remained unchanged levels of other NFκB1 isoforms 

(P50, p‑P105 and P105). In addition, aspirin promoted apoptosis and 

inhibit the proliferation of RA‑FLS.  

 

(Sabir et al. 2019) RA synovial tissue 

NFBK1 was upregulated in RA synovial tissue as compared to healthy 

controls 

 

   

MiR-194-

5p 

 (Xu et al. 2012) 

human adipose derived stem cells (hASCs) 

primary chondrocytes of osteoarthritis 

(OA) 

MiR-194-5p downregulation enhanced the chondrogenic 

differentiation in  

human adipose derived stem cells (hASCs). In addition, miR-194-5p 

was overexpressed in IL-1β induced – primary chondrocytes of 

osteoarthritis patients. 

  

(Tian et al. 2015) THP-1 cell line 

MiR-194-5p promotes a downregulation of TRAF6 gene and TNF-α 

production in THP-1 cells stimulated by saturated fatty acid palmitic 

acid (PA)  

 

(Meng et al. 2015) 
whole blood of women with 

postmenopausal osteoporosis 

MiR-194-5p was overexpressed in postmenopausal women with 

osteoporosis as compared to postmenopausal women with osteopenia 

or postmenopausal women with normal bone mineral density 



89 

 

 

 

 

(Fernández-Ruiz et al. 

2018) 
Whole blood of RA patients 

miR-194-5p was overexpressed in RA flare-up patients as compared to 

sustained remission RA patients. In addition, treatment with tofacitinib 

does not affect miR194-5p expression. 

  

(Kong et al. 2018) mice nucleus pulposus cells 

miR-194-5p was downregulated in nucleus pulposus cells induced by 

LPS and miR-194-5p mimics assay promotes a downregulation of 

inflammatory cytokines genes expression (TNF-α, IL-1β and IL-6), In 

addition, miR-194-5p overexpression reduced TRAF6 gene expression. 

  

 (Shen et al. 2019) 
Whole blood of intervertebral disc 

degeneration (IDD) patients 

 miR-194-5p was downregulated in patients with intervertebral disc 

degeneration as compared to healthy controls  

 

(De la Rosa et al. 2020) Neutrophils of RA patients 

miR-194-5p was downregulated in neutrophils from peripheral blood 

of RA patients as compared to healthy controls 

 

    

MiR-124-

3p 

(Nakamachi et al. 2009) RA synoviocytes 

MiR-124a-3p was downregulated in RA synoviocytes as compared to 

osteoarthritis synoviocytes and inhibited the proliferation of RA 

synoviocytes 

  

   

(Ma et al. 2014) 

peripheral leukocytes of patients with 

pulmonary tuberculosis 

murine macrophage RAW264.7 cell line 

MiR-124-3p is overexpressed in the peripheral leukocytes of patients 

with pulmonary tuberculosis as compared to controls and it 

downregulated TRAF6 expression in murine macrophage RAW264.7 

cells. In addition, miR-124a-3p overexpression promoted a 

downregulation of IL-6 and TNF-α levels.  

 

(Qiu et al. 2015) 
Mice microglial cells (BV2 cells) 

HEK293T cell line 

MiR-124-3p overexpression promotes a decreased in TNF-α, IL-1β 

and IL-6 levels in BV2 cells. In addition, miR-124a-3p promotes a 

downregulation of TRAF6 gene and protein in HEK293T cells.  
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(Nakamachi et al. 2016) adjuvant-induced arthritis (AIA) mice 

miR-124a-3p promotes a inhibition of RA synoviocytes proliferation, 

leucocyte infiltration and cartilage or bone damage in adjuvant-induced 

arthritis (AIA) mice of RA synoviocytes, In addition, miR-124 

decreased osteoclast differentiation in AIA mice. 

  

(Goldbergová et al. 

2018) 
Serum of RA patients 

MiR-124a-3p was downregulated in serum of RA patients as compared 

to controls and it was not correlated to clinical disease (DAS28, 

radiographic progression, autoantibodies ACPA and RF). In addition, 

miR-124-3p was not correlated to IL-6, TNF-a, IL-8, IL-13, IL-15 but 

it is correlated to MMP-3 levels.  

 

(Li et al.) RA synovial fibroblasts 

MiR-124a-3p was downregulated in RA synovial tissue as compared to 

osteoarthritis and joint trauma patients. In addition, miR-124a-3p 

inhibited the proliferation and invasion of RA synovial fibroblasts and 

promoted a downregulation in genes and proteins of MMP3, MMP13 

and IL-1β.   

 

(Liang et al. 2019) human cardiac myocytes cell line 

Overexpression of miR-124-3p promotes downregulation of TRAF6 

gene and upregulation of TNF-α, IL-6, and IL-1β production in human 

cardiac myocyte (HCM) cell line.  

 

(Wei et al. 2019) SW480 cell line 

Overexpression of miR-124-3p promotes downregulation of TRAF6 

gene in SW480 cells. 

 

    

MiR-9-5p 

(Bazzoni et al. 2009) human monocytes and neutrophils 

MiR-9-5p was overexpressed in human monocytes and neutrophils 

stimulated by LPS and induced the TNF-α and IL-1β production. In 

addition, the NFKB1 active by TLR4 enhanced miR-9-5p levels.  

(Guo et al. 2009) Ovarian cancer cells 
MiR-9-5p promoted a downregulation of mRNA and protein levels of 

NFKB1 in ovarian cancer cells. 
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(Chen et al. 2009) 
Human primary peripheral blood 

monocytes 

miR-9-5p was overexpressed in Human primary peripheral blood 

monocytes stimulated by oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) 

 

(Wang et al. 2015b) Plasma of RA patients 

MiR-9-5p was downregulated in plasma of RA patients as compared to 

healthy controls, systemic lupus erythematosus or Graves’ disease. It 

was not observe correlation between miR-9-5p and RA severity 

(DAS28, SJC and TJC) or biochemical markers (CRP and ESR). In 

addition, it was observed a positive correlation between miR-9-5p 

plasma levels and TNF-α, IFN-γ, IL-17A, IL-4 and CXCL9 levels.  

 

(Magner et al. 2016) Whole blood of multiple sclerosis patients 

MiR-9-5p was overexpressed in relapsing remitting multiple sclerosis 

(RRMS) patients as compared to healthy controls 

 

(Gu et al. 2016) 
human primary chondrocytes of 

osteoarthritis (OA) 

MiR-9-5p is downregulated in knee osteoarthritis cartilage as 

compared to healthy controls. In addition, miR-9-5p downregulated 

NFKB1 and promotes chondrocytes 

proliferation  

 

(Oka 2017) Plasma of RA patients 
MiR-9-5p levels is not associated to RA associated - interstitial lung 

disease (RA-ILD)  

(Wang et al. 2017) 

THP-1 derived macrophage cells 

Human primary peripheral blood 

monocytes 

MiR-9-5p overexpression promotes a downregulation of IL-1β and 

inflammasome activation in THP-1 derived macrophages stimulated by 

LPS, Alum or oxidized low-density lipoprotein (oxLDL). In addition, 

the human primary peripheral blood monocytes stimulated by oxLDL 

also promotes a downregulation of IL-1β and NLRP3 expression. 

 

Yue et al (Yue et al. 

2019) 
Mice microglial cells (BV2 cells) 

A downregulation of miR-9-5p was observed in BV2 cells stimulated 

by LPS. In addition, the miR-9-5p overexpression in LPS-induced 

BV2 cells promotes a downregulation of NFKB1 and TNF-α and IL-6 

production.  
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(Li et al. 2019) Serum of RA patients 
miR-9-5p was downregulated in RA-induced peripheral neuropathy as 

compared to RA patients without this condition 

    

MiR-340-

5p 

(Ma et al. 2016) 
Mice Bone marrow macrophages 

Mice OVX-induced osteoporosis 
MiR-340-5p was downregulated during osteoclast differentiation 

(Li et al. 2016) Ovarian cancer cells 

MiR-340-5p promoted a downregulation of mRNA and protein levels 

of NFKB1 in ovarian cancer cells. 

  

(De la Rosa et al. 2020) Neutrophils of RA patients 

MiR-340-5p was downregulated in neutrophils from peripheral blood 

of RA patients as compared to healthy controls 

 

(Zhang et al. 2020b) 

serum, synovial tissues, and fibroblast-like 

synoviocytes (FLSs) of RA patients 

 

MiR-340-5p was downregulated in serum, synovial tissue and RA-

FLSs as compared to healthy controls. In addition, microRNA-340-5p-

mimic reduced the RA-FLSs proliferation, cytokines (TNF-a, IL-1b, 

IL-6 and IL-8) production in RA-FLSs 

 

ESR: Erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; DAS28: RA disease activity score 28 joint; CDAI: Clinical Disease Activity Index; HAQ: 

Health Assessment Questionnaire; TJC: Tender joint count; SJC: Swollen joint count. 

Fonte: A autora (2021) 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

O presente estudo foi dividido em quatro abordagens principais. Inicialmente 

avaliamos o envolvimento dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 no desenvolvimento 

e patogênese da Artrite Reumatoide (AR) analisando a expressão gênica diferencial em 

monócitos CD14+. Avaliamos, in silico, miRNAs com possível efeito regulatório sobre a 

expressão dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1. Em seguida, verificamos a 

influência da expressão dos miRNAs preditos (miR-194-5p, mir-124a-3p, miR-9-5p e miR-

340-5p) sobre a expressão dos genes TRAF6 e NFKB1 e avaliamos a expressão diferencial 

dos miRNAs em monócitos CD14+ a fim de verificar seu envolvimento na AR. Por fim, 

verificamos a correlação entre a expressão destes genes e miRNAs em monócitos CD14+ 

com os níveis plasmáticos de citocinas como IL-6, IL-2, TNF-α e IL-10.  

Este é o primeiro estudo que avalia estes genes em uma análise comparativa entre 

pacientes com AR e controles saudáveis. Nossos resultados indicaram uma diminuição dos 

níveis de expressão do gene IRAK3 em pacientes com AR quando comparados com controles 

saudáveis. Nós hipotetizamos que a diminuição dos níveis de IRAK3 nos monócitos de 

pacientes com AR pode estar relacionada ao desenvolvimento da doença, uma vez que o 

IRAK3 atua como um repressor de cascatas de sinalização relacionadas a inflamação 

(FREIHAT et al., 2019). Até o momento, apenas Smiljanovic et al. (2018) avaliaram o 

trascriptoma de monócitos de pacientes com AR reportando uma expressão diferencial 

quando comparados com pacientes com osteoartrite. Além disso, o IRAK3 parece ter alguma 

relação com a gravidade da doença, uma vez que observamos uma diminuição significativa 

da expressão deste gene em pacientes com alta atividade da doença, quando comparados 

com pacientes com baixa atividade da doença. 

Além disso, nós não observamos diferenças nas análises de expressão dos genes 

MYD88, TRAF6 e NFKB1 em monócitos de pacientes e controles. A relação entre o MYD88 

e AR, contrariamente, foi evidenciada em estudos anteriores realizados em diferentes 

modelos celulares ou com diferentes abordagens de análise, como a análise comparativa 

entre AR e osteoartrite (GOMES DA SILVA et al., 2021; GUTIÉRREZ-CAÑAS et al., 

2006; SACRE et al., 2007). A relação entre o gene TRAF6 e a AR ainda é bastante 

controversa, Zhu et al (2012) não observaram relação entre a expressão deste gene no tecido 

sinovial e os parâmetros clínicos da doença, contudo estudos mostraram uma super 

expressão do TRAF6 em fibroblastos similares a sinoviócitos (WANG, Wenhong et al., 

2015). Da mesma forma, a relação entre o NFKB1 e a AR foi avaliada por Sarmiento Salinas 
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et al. (2018) que reportaram uma super expressão do gene em leucócitos de sangue periférico 

de pacientes com AR ativa comparados a pacientes com AR inativa. 

Similarmente, nós não observamos diferenças significativas na expressão dos 

miRNAs em monócitos relacionadas ao desenvolvimento e patogênese da AR. 

Diferentemente, dados da literatura indicam uma diminuição nos níveis de miR-9-5p, miR-

124a-3p e miR-340-5p no plasma ou soro de pacientes com AR quando comparados com 

controles (GOLDBERGOVÁ et al., 2018; WANG, Wenhong et al., 2015; ZHANG, Lian et 

al., 2020), assim como em células específicas, como em neutrófilos (DE LA ROSA et al., 

2020). Além disso, o miR-194-5p foi super expresso no sangue total de pacientes com flare-

up (entram em atividade da doença constantemente) quando comparados com pacientes com 

remissão sustentada (FERNÁNDEZ-RUIZ et al., 2018). Esses estudos também não 

evidenciaram relação entre a expressão desses miRNAs e os parâmetros clínicos da AR 

(GOLDBERGOVÁ et al., 2018; WANG, Wenhong et al., 2015; ZHANG, Lian et al., 2020). 

Ademais, nós verificamos um aumento na expressão do miR-194-5p e miR-340-5p em 

pacientes tratados com prednisona, indicando que este medicamento pode modular a 

expressão desses miRNAs. A relação entre o medicamento e esses miRNAs não foi testada 

anteriormente embora um estudo tenha analisado a expressão do miR-194-5p no tratamento 

com tofacitinib mas sem observar diferenças significativas (FERNÁNDEZ-RUIZ et al., 

2018). 

Em relação à avaliação dos níveis de citocinas de perfil Th1 e Th2 (IL-6, IL-2, TNF-

alfa e IL-10) no plasma dos indivíduos a fim de verificar o status inflamatório e a relação 

com os genes e miRNAs analisados, nós observamos uma correlação moderada entre a 

expressão do miR-124a-3p e os níveis de IL-6 e uma correlação boderline do gene TRAF6 e 

IL-10. Não houve correlação significativa entre os outros genes e miRNAs analisados e as 

citocinas mensuradas. A expressão do miR-124a-3p não foi associada com o aumento nos 

níveis de IL-6, IL-1B e TNF-α em linhagem celular de cardiomiocitos (LIANG et al., 2019) 

enquanto foi associado a uma diminuição na expressão dessas mesmas citocinas em 

linhagem celular de macrófagos de murinos (MA, Chunyan et al., 2014), indicando que o 

efeito desse miRNA pode ser dependente do tipo celular e outros estudos devem ser feitos 

em cada contexto celular específico. 

No que se refere a análise de miRNAs, ferramentas de predição indicaram a 

influência do miR-155-3p sobre a expressão dos genes MYD88 e IRAK3, no entanto os 

experimentos realizados mostraram níveis indetectáveis deste miRNA nos monócitos de 
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ambos os grupos analisados: pacientes com AR e controles saudáveis. Sendo assim, as 

análises de miRNA restringiram-se aos genes TRAF6 e NFKB1. As análises in sílico 

mostraram que o miR-9-5p e miR-340-5p parecem ser fatores reguladores do gene NFKB1, 

enquanto o miR-194-5p e miR-124a-3p parece ter uma função regulatória do gene TRAF6. 

Além disso, a expressão dos genes TRAF6 e NFKB1 foi fortemente correlacionada 

em monócitos e, por isso, decidimos averiguar a correlação com todos os miRNAs preditos. 

Verificamos uma correlação forte e positiva entre a expressão do gene TRAF6 e miR-194-

5p e miR-9-5p, bem como a correlação forte e positiva entre a expressão do gene NFKB1 e 

miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p. Diferente dos nossos resultados, estudos mostraram 

uma supressão do TRAF6 mediada pelo miR-194-5p em células de núcleo pulposo de ratos 

(KONG et al., 2018) e linhagem celular de THP-1 (TIAN et al., 2015). Em relação ao 

NFKB1, Bazzoni et al. (2009) encontraram resultados similares aos nossos uma vez que 

verificaram que o NFKB1 ativo por TLR4 pode induzir o aumento do miR-9-5p em 

monócitos humanos. Por outro lado, Gu et al. (2016) verificaram uma supressão do NFKB1 

mediada pelo miR-9-5p em condrócitos humanos de pacientes com osteoartrite. De forma 

similar, o miR-340-5p induziu uma supressão do NFKB1 em células de cancer de ovário 

(LI, Peiquan; SUN; LIU, 2016). Nossos resultados concordam com os dados publicados na 

literatura que esses miRNAs atuam como reguladores dos genes TRAF6 e NFKB1 embora 

essa regulação ocorra de diferentes maneiras em diferentes tipos celulares. 

Em suma, a expressão destes genes parece ter um efeito no desenvolvimento da AR 

quando avaliadas em alguns tipos celulares específicos. Nós não observamos um papel 

significativo da expressão destes genes em monocitos CD14+ e a AR, no entanto mais 

estudos devem ser feitos para elucidar a função destes genes no desenvolvimento e gravidade 

da AR. 
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6 CONCLUSÕES  

 

A expressão do gene IRAK3 foi diminuída em monócitos de pacientes com Artrite 

Reumatoide quando comparados a controles saudáveis e em pacientes com alta atividade da 

doença quando comparados com pacientes com baixa atividade, indicando um papel deste 

gene no desenvolvimento e gravidade da doença. Não houve diferenças de expressão dos 

genes MYD88, TRAF6 e NFKB1 em monócitos de pacientes com Artrite Reumatoide e 

controles saudáveis.  

 

Nós identificamos os miR-194-5p e miR-124a-3p com possível função regulatória no gene 

TRAF6, enquanto o miR-9-5p e miR-340-5p foi predito como potencialmente regulatório do 

gene NFKB1. O miR-155-3p foi um potencial miRNA regulatório para os genes MYD88 e 

IRAK3, no entanto os experimentos realizados mostraram níveis indetectáveis deste miRNA 

nos monócitos de pacientes com AR e controles saudáveis.  

 

A expressão do miR-194-5p e miR-9-5p foi aumentada em pacientes tratados com 

prednisona quando comparados a pacientes não tratados, indicando que essa medicação pode 

modular os níveis destes miRNAs. No entanto, não houve diferenças de expressão dos 

miRNAs miR-194-5p, miR-124a-3p, miR-9-5p e miR-340-5p em monócitos de pacientes 

com Artrite Reumatoide e controles saudáveis ou outros parâmetros clínicos da doença.  

 

Foi possível observar também uma super expressão dos genes TRAF6 e NFKB1 

concomitante à super expressão dos miRNAs miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p em 

monócitos. A forte correlação observada indica que estes miRNAs atuam como reguladores 

destes genes e levanta a hipótese que a atuação destes possa provocar um bloqueio 

traducional que favorece um aumento no número de cópias de mRNAs na célula, embora 

estudos celulares e funcionais sejam necessários para confirmar esta hipótese. 

 

Os níveis das citocinas IL-6, IL2, TNF-α e IL-10 no plasma dos indivíduos não foram 

correlacionados com a expressão dos genes IRAK3, MYD88, TRAF6, NFKB1 e miRNAs 

(miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p) em monócitos, embora uma correlação positiva 

moderada entre os níveis de IL-6 e miR-124a-3p tenha sido observada. Os níveis de IL-4 e 

IFN-γ ficaram abaixo do limite de detecção nas amostras analisadas.  
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