e~
[~
[ [~

|

g

o>

TUS IMPAViDA
L

=
=

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

ISAURA ISABELLE FONSECA GOMES DA SILVA

AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES MYDS88, IRAK3, TRAF6 E NFKB1 E
MIRNAS REGULATORIOS EM MONOCITOS DE PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE

Recife
2021



ISAURA ISABELLE FONSECA GOMES DA SILVA

AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES MYDS88, IRAK3, TRAF6 E NFKB1 E
MIRNAS REGULATORIOS EM MONOCITOS DE PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Genetica da Universidade Federal de Pernambuco como
requisito parcial para obtencdo do titulo de Doutora em
Genética.

Area de concentracdo: Genetica

Orientador: Dra. Paula Sandrin Garcia

Coorientador: Dr. Paulo Roberto Eleutério de Souza

Recife
2021



Catalogacgao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB4/1788

Silva, Isaura Isabelle Fonseca Gomes da

Avaliacdo da expressdo dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 e mirnas

regulatérios em mondcitos de pacientes com artrite reumatdide / Isaura Isabelle
Fonseca Gomes da Silva. — 2021.

144 f. - il.

Orientadora: Dra. Paula Sandrin Garcia.
Coorientador: Dr. Paulo Roberto Eleutério de Souza.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pdés-graduagédo em Genética, Recife, 2022.
Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Artrite reumatdide. 2. Doengas autoimunes. 3. Expressédo génica. |.
Garcia, Paula Sandrin (orientadora) Il. Souza, Paulo Roberto
Eleutério de (coorientador). Ill. Titulo.

616.7227 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2022-130




ISAURA ISABELLE FONSECA GOMES DA SILVA

AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES MYD88, IRAK3, TRAF6 E NFKB1 E
MIRNAS REGULATORIOS EM MONOCITOS DE PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em
Genética da Universidade Federal de Pernambuco como
requisito parcial para obtencdo do titulo de Doutora em
Genetica.

Area de concentragdo: Genética

Aprovada em 13/12/2021

BANCA EXAMINADORA:

Dra. Paula Sandrin Garcia

Universidade Federal de Penambuco

Dr. Lucas André Cavalcanti Branddo
Universidade Federal de Penambuco

Dra. Renata Santos Almeida

Instituto Aggeu Magalhées/Fiocruz-PE

Dra. Michelly Cristiny Pereira

Universidade Federal de Penambuco

Dra. Jessica Catarine Frutuoso do Nascimento
Instituto Aggeu Magalhées/Fiocruz-PE
Recife
2021



Dedico este trabalno a minha avé Auristele (in
memoriam) por ter sido luz e esperanca quando todos
viam trevas, por ter vivido para dar amor a todos a sua
volta e por ter dedicado tantos anos a ser exemplo de

empatia e altruismo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pois mesmo ndo acreditando no que pregam muitas religides, sei
que ha uma forca poderosa guiando meus passos e me auxiliando a trilhar este caminho.

Agradeco ao meu melhor amigo Marcilio, que por uma felicidade do acaso também
se tornou meu marido e companheiro de jornada. Muito obrigada pelo amor incondicional,
por me transmitir serenidade e por escolher todos os dias seguir a estrada ao meu lado. Sem
vocé, nada disso faria sentido. Seguirei vocé até que a Gltima luz ser apague.

Agradeco a minha familia, em especial aos meus irmdos Nelson Gomes-Neto e
Karoline Gomes, pelo apoio, amor e compreensdo nos momentos em que fui ausente para
conseguir cumprir minhas obrigacdes. Obrigada por me darem tanto amor, mesmo quando
eu ndo fui merecedora de recebé-lo. Agradeco a Heitor, meu sobrinho e afilhado, cujo
superpoder € abrilhantar os meus dias quando d& um simples sorriso, obrigada por todos o0s
abracos, beijinhos e carinho. Amo vocé mais do que consigo descrever. Agrade¢o também
aos meus pais Nelson Gomes Jr e Dulciene Fonseca, pelo apoio e suporte neste periodo. A
minhas tias Ceca e Aurelice que sempre me impulsionam a algar novos voos e que séo, além
de tias, amigas e protetoras. E a minha sogra, Marisene, que se tornou uma segunda mae no
momento mais dificil da minha vida. Amo-as infinitamente. Agradeco a minha avé
Auristele, a quem esta tese € dedicada, pois sempre foi a pessoa que acreditou no meu
potencial e apostaria todas as suas fichas que a caminhada valeria a pena. Embora ela nao
esteja mais aqui em corpo presente, tenho certeza que onde quer que ela esteja, esta vibrando
por mais essa conquista como se fosse uma conquista dela mesma. Obrigada por ter me
amado desde sempre e ter me feito abrir os olhos para a luz quando eu s6 conseguia enxergar
escuridao. E a todos os outros familiares que direta ou indiretamente contribuiram para que
eu desse 0s passos que me fizeram chegar aqui.

Agradeco a minha orientadora, Paula Sandrin, pois mesmo néo tendo idade para tal,
cuida de mim como se fosse uma filha e se importa tanto com meu desenvolvimento
intelectual/profissional e pessoal. Espero que a ciéncia continue sendo agraciada com seu
brilhantismo por muito tempo e que a senhora continue sendo um exemplo de que 0 amor e
empatia podem ser a chave para motivar os alunos e fazer com que a ciéncia aconteca. E aos
outros professores que me motivaram e foram pegas chaves para que essa caminhada fosse
trilhada, em especial o prof Fabricio Souto, prof Paulo Souza e profa Maria de Mascena que
também foram fonte de inspiracdo e motivacdo em muitos momentos desse doutorado.

Agradeco aos irméos que fiz durante o doutorado, Denise Queiroga e Werbson

Guarand, pois sem eles eu ndo teria conseguido escalar a montanha. Se eu fosse Frodo, eles



seriam meus Sam. Em muitos momentos nesta jornada eles foram meus pontos de apoio e
calmaria em meio a turbuléncia de mares revoltos. Amo-o0s de todo coracdo. Agradeco a
Camilla Lima que sempre esteve disponivel pra me guiar e me inspirar com a sua serenidade
e tranquilidade. Ela é, sem sombra de duvidas, a melhor pessoa para compartilhar a escrita
de um artigo. Obrigada por todos 0s ensinamentos.

Agradeco também aos outros amigos de jornada e companheiros de laboratorio e
de sala de aula, Dalila, Leandro, Wlisses, Renata, Diego, Braziliano, e tantos outros que néo
caberiam nesta pagina. Obrigada por me ajudarem nesta caminhada.

Agradeco aos amigos de trabalho que sempre estavam dispostos a ouvir 0S
perrengues de uma "quase” doutora, em especial, minha lider Isabel, que é 6tima em ouvir e
dar conselhos sobre a pds-graduacao e fez o que pdde para que esta caminhada fosse mais
leve.

Agradeco a CAPES pela bolsa concedida no periodo do doutorado e a outras
agéncias de fomento como FACEPE e CNPq cujos recursos auxiliaram o desenvolvimento
desta pesquisa e de grande parte do desenvolvimento cientifico deste pais. Que o
obscurantismo que persegue a ciéncia nestes tempos seja substituido a luz do conhecimento.

E, por ultimo e mais importante, agradeco aos pacientes que mesmo em seu
momento de sofrimento contribuiram para que esse projeto fosse desenvolvido e mais um
passo fosse dado na compreensdo da Artrite Reumatoide e da autoimunidade.

Aos leitores desta tese, muito obrigada pelo tempo que me foi concedido.



“Tudo que temos que decidir é o que fazer com o tempo que nos é dado.”
(TOLKIEN, 2001, p.53)



RESUMO

Desregulagdes em mondcitos podem estar relacionadas ao aumento e cronicidade da
inflamacdo e, consequentemente, no desenvolvimento de Artrite Reumatoide (AR) em
alguns individuos. No entanto, ainda séo incipientes os estudos que verificam alteracdes no
perfil transcriptdmico e epigenético nessas células. O presente estudo avaliou a expressao
dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 e miRNAs (miR194-5p, miR124a-3p, miR-9-
5p e miR-340-5p) em mondcitos de pacientes com AR e controles saudaveis a fim de
elucidar o papel destes no desenvolvimento e patogénese da doenga e sua relacdo com a
inflamacdo. Nossos resultados mostraram uma significativa diminuicdo da expressdo do
IRAK3 em pacientes comparados aos controles (Fold Change (FC) =-1,63, p = 0,054) e em
pacientes com alta atividade da doengca comparados aos com baixa atividade (FC =-1,78, p
= 0,030), indicando uma influéncia deste gene no desenvolvimento e gravidade da AR. Em
relacdo as andlises 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
modulacdo desses miRNAs (FC =-2,31; p =0,031; FC =-3,05; p = 0,031, respectivamente).
Ainda observamos uma super expressao dos genes TRAF6 e NFKB1 concomitante a super
expressao dos miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p (p < 0,001). Finalmente, observamos
uma correlacdo moderada entre 0 miR-124-3p e IL-6 (r = 0,46; p = 0,033). Em suma, pode-
se observar uma relacdo entre a expressdao do gene IRAK3 com a AR e um efeito da
prednisona sobre a expressao dos miR-194-5p e miR-9-5p. Além disso, 0s miRNAs parecem

ter um papel regulatério nos genes TRAF6 e NFKB1.

Palavras-chave: IRAK3, MYDS88, TRAF6, NFKB1, miRNASs, mondcitos.



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.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura5 -

LISTA DE ILUSTRACOES

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Manifestagdes clinicas da Artrite Reumatoide. a) inchaco nas articulagdes
metacarpofalangicas e interfalangicas proximais; b) diversas deformidades
incluindo subluxacgéo das articulagbes metacarpofalangicas, deformidade de
pescoco de cisne em muitos dedos; c¢) deformidades nas articulagbes do
tornozelo e do pé; d) articulagdo normal; €) erosdo dssea e estreitamento do
espaco articular; f) deformidades do tipo pencil-in-cup; g) destruicao do raio
distal e ulna distal; h) presenca de nodulos reumatoides. Imagem de
SMOLEN etal. (2018) .....veieiiiiieeeee e 22
Articulagdes avaliadas nos indices de atividade DAS28 (do inglés, Disease
Activity Score 28 joints) e CDAI (do inglés, Clinical Disease Activity Index)
de pacientes com artrite reumatoide. Imagem disponivel na calculadora
online da plataforma Rheumakit
(<https://mwww.rheumakit.com/en/calculators/das28>)......................... 26
Moléculas envolvidas na patogénese da Artrite Reumatoide e as drogas
modificadoras da doenca (DMARDs). Os medicamentos utilizados estdo
descriminados dentro de caixas de texto e indicam as moléculas onde se
ligam e blogueiam. Inibidores de TNF e inibidores de IL-6R atuam se
ligando e bloqueando citocinas plasmaticas; Inibidores de C80, CD86 atuam
em macrofagos e impedem a apresentacdo de antigenos para linfocitos T;
Drogas anti-CD20 atuam blogueando células B e impedindo a producéo de
autoanticorpos; Inibidores de Jak atuam inibindo a sinaliza¢do pela via Janus
Kinase principalmente em células residentes da sinovia. Imagem adaptada
de Smolenetal. (2018). ......ovinieiei e 28
Linha do tempo indicando os genes que predispdem a susceptibilidade da
AR identificados em estudos de GWAS (do inglés, genome-wide association
studies) em populacdes de ascendéncia europeia e asiatica. Imagem adaptada
de Yamamoto et al. (2015). ......coiniiniiii e 30
Desenvolvimento e progressdo da Artrite Reumatoide. Imagem adaptada de
Smolenetal. (2018).. ....oviniiii 0. 32



Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura9 -

Via de sinalizacdo induzida por TLRs (do inglés, Toll-like receptors) que
levam a ativacdo do complexo Myddosoma, composto por MyD88 (do
inglés, Myeloid differentiation primary response 88) e as proteinas IRAK
(do inglés, 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 inglés, E3 ubiquitin ligase tumor
necrosis factor TNFR-associated factor 6) e ativam fatores de transcricdo
como MAPK (do inglés, mitogen-activated protein kinase) e NFkB (do
inglés, nuclear factor kappa B) e posterior producdo de citocinas pro-
inflamatorias e interferons. Imagem adaptada de (Aluri et al. 2021) ........ 36
Via de sinalizacdo dos TLRs (Toll-like receptors) que quando estimulados
interagem com a proteina MyD88 (Myeloid differentiation primary response
88) e forma o complexo Myddossoma, composto por Myd88 e IRAK4. O
complexo Myddossoma recruta 0 IRAK1 e IRAK2 e resultam na
fosforilacdo de IRAKs. Os IRAKSs fosforilados interagem com o TRAF6,
induz a ativacdo do TAK-1 e TAB2/3 e resulta na ativacao de IkB e MAPK,
que promovem a translocagdo do do NFxB (p65 e p50) e AP-1 para o nicleo.
Essa cascata de sinalizagdio promove a producdo de citocinas
proinflamatdrias. Imagem adaptada de Zheng et al. (2020) .................... 38
A ativacdo do TLR por PAMPs induz o recrutamento de proteinas IRAKSs e
da molécula adaptadora MyD88, formando o complexo Myddossoma. A
ligacdo entre estas moléculas promove a fosforilacdo das proteinas IRAKS,
sua consequente mudanca conformacional e dissociacdo do complexo
Myddosoma para seguir adiante na cascata de sinalizacdo. Na presenca de
IRAK-3 (IRAK-M) a fosforilacdo das proteinas IRAK é inibida e, como ndo
h& mudanca conformacional, ocorre a ndo dissociacdo do complexo e uma
inibicdo da cascata downstream (Imagem adaptada de Kobayashi et al.
(2002). ettt e 41
Vias de ativacdo do TRAF6 e proteinas que interagem levando a indugdo da
expressao de genes associados a inflamacdo. O TRAF6 liga-se diretamente
aos receptores IL-17R, TGFBRI, enquanto ligase através de outras proteinas
adaptadoras nos receptores TCR, RANK e alguns TLRs. O TRAF6 é capaz

de mediar a sinalizagdo das moléculas ativando fatores de transcrigdo como
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1 INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca complexa e progressiva, caracterizada pela
inflamacdo de tecidos sinoviais e desregulacdo de diversas citocinas e outras moléculas
relacionadas ao processo inflamatorio. Modificagcfes epigenéticas podem atuar sobre o controle
da expressdo desses genes e, portanto, também podem estar relacionadas ao processo
inflamatorio. O conhecimento do perfil de expressdo de genes e modificacdes epigenéticas de
doengas complexas pode ter implicacdes diretas na pratica clinica, uma vez que alteragdes
nesses perfis podem ser utilizadas como biomarcadores de diagnéstico, progndstico, gravidade
da doenga e resposta terapéutica.

As alteracdes na expressdo de genes e modificacdes epigenéticas sdo célula-especificas,
no entanto, ainda s@o incipientes os estudos que avaliem os genes diferencialmente expressos e
o perfil epigenético em tipos celulares especificos do sistema imune, como os mondcitos, que
podem influenciar significativamente a inflamacéo e dano tecidual na AR. Muitos mediadores
inflamatorios sdo expressos por mondcitos, responsaveis pela defesa primaria dos organismos
e que representam aproximadamente 10-20% dos leucécitos do sangue periférico. Os
monaocitos desempenham fungdes regulatorias e efetoras no processo inflamatério da AR
respondendo a diversos mediadores que estdo altamente expressos no soro e fluido sinovial dos
pacientes, sendo comumente ligados ao dano tecidual da AR.

O Myd88 (do inglés, Myeloid differentiation primary response 88) ¢ uma molécula
adaptadora relacionada a receptores Toll-like (TLRs) expressa em mondcitos e capaz de induzir
vias de transducdo de sinal, com inducéo de proteinas como TRAF6 (do inglés, TNF receptor-
associated factor 6) e o fator de transcricdo NFkB (do inglés, Nuclear Factor Kappa B) que,
por sua vez, aumentam a inflamacdo, podendo levar a injuria tecidual. Além disto, uma
molécula da familia IRAK (do inglés, Interleukin-1 receptor associated kinase), a IRAKS,
produzida principalmente em mondcitos, é capaz de promover uma quebra da interacdo do
Myd88 com os fatores downstream e pode ter um efeito inibitorio no processo inflamatorio.

As moléculas MyD88, IRAK3, TRAF6 e NF«kB fazem parte de importantes cascatas
inflamatorias e foram encontrados em altos titulos na membrana sinovial e sangue periférico de
pacientes com AR, no entanto ainda sdo incipientes os estudos que avaliam o mecanismo dessa
desregulacdo. Desregulacao na expressdo dessas moléculas podem ser decorrentes de alteraces
epigenéticas nos genes que as produzem e na sua modulagdo pos-transcricional. Dessa forma,
nossa hipdtese é a expressdo de micro-RNAs (miRNAs) podem modular a expressdo destes

genes em monacitos e influenciar a inflamacdo, além do desenvolvimento e patogénese da
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doenga. Diante do exposto, o presente estudo avaliou alteragdes no padréo de expressdo dos
genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1, bem como dos miRNAs interferentes nesses genes
em pacientes com AR e sua relagdo com o desenvolvimento e patogénese da doenca, além de

avaliar a influéncia desses genes e miRNAS sobre os niveis plasmaticos de citocinas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ARTRITE REUMATOIDE

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, crdnica e progressiva
caracterizada pela presenca de sinovite poliarticular que causa dor, inchaco, rigidez e
deformidades nas articulagBes. As principais caracteristicas da AR s&o as inflamacdes erosivas
e simétricas nas articulacbes (SMOLEN, J. S. et al., 2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018)
(Figura 1).

Figura 1. Manifestacfes clinicas da Artrite Reumatoide. a) inchago nas articulagcbes metacarpofalangicas e
interfalangicas proximais; b) diversas deformidades incluindo subluxacdo das articulacGes metacarpofalangicas,
deformidade de pescocgo de cisne em muitos dedos; ¢) deformidades nas articulagdes do tornozelo e do pé; d)

articulagdo normal; e) erosdo dssea e estreitamento do espaco articular; f) deformidades do tipo pencil-in-cup; g)

destruicdo do raio distal e ulna distal; h) presenca de nédulos reumatoides.

Fonte: SMOLEN et al. (2018)
A AR afeta cerca de 0,5 a 1% da populacdo mundial (TOBON; YOUINOU; SARAUX,

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

adultos com a doenca (HUNTER et al., 2017). No Brasil, no entanto, a prevaléncia pode variar
de 0,2 a 1%, dependendo da regido demografica (GOELDNER et al., 2011; MARQUES NETO
et al., 1993). A prevaléncia 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 multicéntrico desenvolvido mostrou que o tempo entre o
surgimento dos primeiros sintomas e o diagnostico da AR varia de 1 a 457 meses (DA ROCHA
CASTELAR-PINHEIRO et al., 2018) e o que pode impactar significativamente a qualidade de
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vida dos pacientes com a doenca, uma vez que os dois primeiros anos sao cruciais para impedir
o0 dano articular permanente (SMOLEN, Josef S. et al., 2018).

Estudos estimam que 40-50% dos pacientes com AR desenvolvem limitagdes que 0s
impede de trabalhar e realizar tarefas cotidianas basicas, causando prejuizos individuais, sociais
e econémicos (DE AZEVEDO; FERRAZ; CICONELLI, 2008; GOELDNER et al., 2011). A
etiologia da AR nao é claramente definida, mas estudos apontam para diversos fatores de risco,
como predisposicao genética, alteracdes epigenéticas e influéncias ambientais (BALLESTAR,
2011; MACGREGOR et al., 2000). A investigacdo de fatores associados a etiologia e
patogénese da doenga pode contribuir com terapias mais eficazes, formas mais répidas de
diagnostico e acompanhamento da progressdo da doenca, promovendo assim uma melhora da
qualidade e expectativa de vida do individuo portador da AR (DIOGO; OKADA; PLENGE,
2014; SMOLEN, Josef S. et al., 2018).

2.1.1 Diagnostico

Os critérios de classificacdo mais comumente utilizados para o diagnostico da AR séo
0 ACR (American College of Rheumatology) (ARNETT et al., 1988) e 0 EULAR (European
League Against Rheumatism) (ALETAHA, Daniel et al., 2010). Eles consistem em uma lista
com diversos itens que incluem manifestagdes clinicas associadas a analises bioquimicas, como
a deteccdo de autoanticorpos e proteinas de inflamacdo 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 inicio da doenca, por isso, a partir de 2010 estdo sendo utilizados
conjuntamente com os critérios elaborados pelo EULAR, que levam em consideracdo uma
sintomatologia em sua fase inicial e de curta duracdo, o que possibilitou um diagnostico mais
preciso da doenca (ALETAHA, Daniel et al., 2010).

Os critérios do ACR e EULAR estdo descritos nas Tabela 1 e 2. Ainda hoje, existe uma
busca na eficiéncia do diagnostico da AR, principalmente porque as caracteristicas clinicas
avaliadas sdo similares a outras doencas articulares e, na AR inicial ndo é frequente encontrar
0s marcadores seéricos especificos, dificultando o diagndstico (GOELDNER et al., 2011;
SMOLEN, Josef S. et al., 2018).
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Tabela 1 Critérios de diagnostico da Artrite Reumatoide elaborado pelo ACR (American College of

Rheumatology)

Critérios para o diagnostico de Artrite Reumatoide

1 Rigidez Matinal - Rigidez nas articula¢des e no seu entorno durante, pelo menos, uma hora
até uma melhora completa.

2 Inflamacdes articulares em trés ou mais areas - Inflamag&es recorrentes em, pelo menos,
trés areas de articulacdo com edema nas partes moles ou derrame do liquido articular.
Inflamagdes articulares das méaos ou punhos

4 Inflamacdes articulares simétricas - Inflamacdo das mesmas articulagdes nos dois lados do
corpo simultaneamente.

5 Nodulos reumatoides - N6édulos subcutaneos localizados sobre proeminéncias ésseas ou em
regides proximas das articulacoes.

6 Fator reumatoide (FR) sérico - Grupos de anticorpos caracteristicos presente no sangue da
maioria das pessoas com AR.

7 Alteracdes radioldgicas - Evidéncias radiograficas de erosdes ou descalcificagdes articulares
das méos e dos punhos.

Diagnostico de Artrite Reumatoide: O individuo deve apresentar no minimo 4 critérios pelo periodo

minimo de 6 semanas

Fonte: ARNETT et al., 1988

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

Rheumatism)

Critérios para o diagndstico de Artrite Reumatoide

1 Avrticulacdes envolvidas
1 Grande articulacdo =0
2-10 Grandes articulagdes = 1
1-3 Pequenas articulagdes = 3
>10 articulagBes (com pelo menos 1 pequena articulacdo) = 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 Duracdo dos sintomas
<6 semanas =0

> 6 semanas = 1
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Diagndstico de Artrite Reumatoide: O individuo deve apresentar pontuacdo maior que 6.

FR: Fator reumatoide; Anti-CPP: Anti-Peptideo ciclico citrulinado; VHS: Velocidade de

Hemossedimentacéao

Fonte: ALETAHA et al., 2010

Além do diagndstico, é muito importante acompanhar a atividade e gravidade da doenga,
uma vez que a partir disto, é possivel adequar terapias e intervencdes que melhorem a qualidade
de vida do paciente (CHURQOV; OLEINIK; KNIP, 2015; CIECHOMSKA; ROSZKOWSKI;
MASLINSKI, 2019; SMOLEN, Josef S et al., 2017). Os indices utilizados para avaliar a
atividade da doenga, mensuram dados como a contagem de articulagdes (inchadas e dolorosas),
niveis séricos de proteinas de fase aguda como PCR (Proteina C reativa) e VHS (Velocidade
de Hemossedimentacéo), e consideram a avaliacdo global do paciente quanto a seu estado de
saude e avaliacdo do reumatologista (ALETAHA, D.; SMOLEN, 2005; MEDEIROS et al.,
2015).

Um dos primeiros indices de atividade ainda hoje avaliado é o DAS28 (do inglés,
Disease Activity Score 28 joints) (PREVOO et al., 1995) que utiliza uma férmula incluindo raiz
quadrada de logaritmo neperiano (MEDEIROS et al., 2015). Felizmente algumas plataformas
online realizam o célculo sem maiores dificuldades como disponibilizado na plataforma
Rheumakit  “<https://www.rheumakit.com/en/calculators/das28>", que considera 28
articulac@es dolorosas e edemaciadas, bem como o VHS e avaliacdo global do paciente, e
estratifica os pacientes com atividade da AR em remissao (<2.6), baixa (>2.6 e <3.2), moderada

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

Um outro indice bastante utilizado é o CDAI (do inglés, Clinical Disease Activity Index)
(ALETAHA, D.; SMOLEN, 2005) onde é feita uma avaliacdo clinica das mesmas 28
articulac@es avaliadas no indice DAS28, porém sem os critérios bioquimicos (PCR e VHS)
associados. Neste indice é realizada uma contagem direta das articula¢@es, ndo necessitando de
softwares especificos para o calculo, que podem ser complicados de administrar na préatica
clinica (SMOLEN et al., 1995). No CDAI, a atividade da doenca também ¢é estratificada em
remissdo (0 a <2.8), baixa (> 2.8 e <10), moderada (>10 a <22) e alta (>22). Na figura 2 estdo

descritas as articulagdes avaliadas nos pacientes com AR nos indices DAS28 e CDAL.
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Figura 2 Articulagdes avaliadas nos indices de atividade DAS28 (do inglés, Disease Activity Score 28 joints) e

CDAI (do inglés, 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 € 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 recomendacBes que sdo focadas principalmente no
gerenciamento da terapia de pacientes brasileiros, o que tem se destacado no cenario mundial
(MOTA et al., 2018). Ambas as instituicbes recomendam que o tratamento da AR deve ser
multidisciplinar, isto é, considerando medidas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas,
acompanhamento de habito de vida e outros fatores(MOTA et al., 2018; SMOLEN, J. S. et al.,
2010). Entre as medidas ndo farmacoldgicas, a fisioterapia e o tratamento cirirgico podem

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

Em relacdo as medidas farmacolégicas adotadas, € importante enfatizar que o objetivo
é manter o individuo em uma remissdo clinica sustentada ou com baixos niveis da atividade da
doenca, mensurados por indices de atividade como DAS28 e CDAI (MOTA et al., 2018;
SMOLEN, J. S. et al., 2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Existem trés principais classes
de drogas utilizadas no tratamento da doenca, entre elas, drogas modificadoras da doenga
sintéticas convencionais (cSDMARD), drogas modificadoras da doenga bioldgicas (- DMARD)
e drogas modificadoras de doenga alvo especificas (tsSDMARD) (MOTA et al., 2018).
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As csDMARDs sdo pequenas drogas quimicas que normalmente tem seu modo de agdo
pouco conhecido, mas efetivamente diminuem a inflamacdo (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 antimalaricos (hidroxicloroquina e
cloroquina) (MOTA et al., 2018).

Os bDMARDs normalmente sdo anticorpos monoclonais que atuam com um alvo
bioldgico especifico comumente sollvel no meio extracelular ou associado a membrana celular
(SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Entre os principais bDMARDs estdo inibidores de TNF
(adalimumab, certolizumab, etanercept, golimumab, infliximab), moduladores de linfocitos T
(abatacept), anti-CD20 (rituximab) e bloqueadores do receptor de IL-6 (tocilizumab) (MOTA
et al., 2018). Os bDMARDs tém 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

inflamacao.

A mais recente classe de drogas sdo os tsSDMARDs, que tém como alvo moléculas Janus
kinase (Jak), uma importante molécula de sinalizagdo intracelular envolvida na transcricéo de
diversas proteinas, incluindo muitas citocinas inflamatérias (HODGE et al., 2016). Os
tsDMARDs normalmente sdao usados quando os csDMARDs e bDMARDs falham no controle
da doenca (SMOLEN, Josef S et al., 2017; SMOLEN, Josef S. et al., 2018).

E importante notar também que os DMARDs sdo associados a corticoides como,
prednisona, e podem ser administrados em combinacdo para uma melhor eficiéncia do
tratamento no paciente (MOTA et al., 2018; SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Um resumo dos

principais modos de acdo dos DMARDs esta descrito na Figura 3.
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Figura 3 Moléculas envolvidas na patogénese da Artrite Reumatoide e as drogas modificadoras da doenca
(DMARDs). Os medicamentos utilizados estdo descriminados dentro de caixas de texto e indicam as moléculas
onde se ligam e blogueiam. Inibidores de TNF e inibidores de IL-6R atuam se ligando e blogueando citocinas
plasméticas; Inibidores de C80, CD86 atuam em macrofagos e impedem a apresentagdo de antigenos para
linfocitos T; Drogas anti-CD20 atuam bloqueando células B e impedindo a producéo de autoanticorpos; Inibidores

de Jak atuam inibindo a sinalizagdo pela via Janus Kinase principalmente em células residentes da sinovia.
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Fonte: Imagem adaptada de Smolen et al. (2018).

Devido a gravidade da sintomatologia da AR, o diagnostico precoce e tratamento eficaz
sdo extremamente importantes para o controle da atividade da doenca e dos seus sintomas
(ALETAHA, Daniel et al., 2010). Estudos tém 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;
GUQ; LI, 2016; TRENKMANN et al., 2010; ZHU, Xiaowei et al., 2019).

2.1.3 Fatores de risco associados a AR

A AR € uma doenca multifatorial, sendo assim, diversos gatilhos sdo responsaveis pelo

desencadeamento da doenca (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Um dos principais fatores
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associados a AR é a predisposicdo genética. Estudos de herdabilidade, que estimam a
contribuicdo dos componentes genéticos para o desfecho de AR, indicam uma contribuicao
genética em torno de 60%, embora gémeos monozigoticos apresentem uma taxa de 12-15%,
indicando que outros fatores ndo codificantes também estdo 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 ha aproximadamente
quatro décadas foi o HLA (do inglés, Human leukocyte antigen). O HLA refere-se a moléculas
envolvidas no reconhecimento de antigenos e é subdividida em classe la, contendo 0s genes
que codificam antigenos “classicos” do HLA (HLA-A, B e C), ja a classe Ib codifica
principalmente os genes do HLA-E, HLA-F e HLA-G (GRUEN; WEISSMAN, 1997; SHIINA,
INOKO; KULSKI, 2004). A regido de classe 11 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
responsavel por aproximadamente 30-50% do risco genético para o desenvolvimento da doenca
(GREGERSEN; SILVER; WINCHESTER, 1987; OKADA et al., 2019). Com o avanco das
técnicas de sequenciamento e mapeamento gendmico, foi possivel identificar muito mais genes
associados ao desenvolvimento da doenga durante as Ultimas décadas como, por exemplo, o
PTPN22 (do inglés, Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22), o TNFAIP3 (do
inglés, TNF Alpha Induced Protein 3), o TRAF1-C5 (do inglés, tumor necrosis factor-receptor
associated factor 1/complement component 5), o STAT4 (do inglés, Signal transducer and
activator of transcription 4), o IRAK1 (do inglés, Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) e
muitos outros, sendo atualmente identificados mais de 50 genes associados a AR (HA, Eunji;
BAE; KIM, 2020; OKADA et al., 2019; STAHL et al., 2012; YAMAMOTO, Kazuhiko et al.,
2015).

Considerando os fatores étnicos, € possivel verificar que diferentes etnias, como a
europeia e asidtica, por exemplo, possuem algumas diferencas em componentes genéticos
relacionados a AR, embora a maior parte dos estudos GWAS (do inglés, 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 histérico dos genes relacionados a susceptibilidade da AR foi feito por Yamamoto et

al. (2015) e esta descrito na figura 4.
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Figura 4 Linha do tempo indicando os genes cujos alelos estdo relacionados a predisposi¢do a susceptibilidade da
AR identificados em estudos de GWAS (do inglés, genome-wide association studies) em populagdes de
ascendéncia europeia e asiatica.
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Fonte: Imagem adaptada de Yamamoto et al. (2015).

Em populagdes latino-americanas, no entanto, sdo escassos 0s estudos que avaliam os
componentes genéticos relacionados a AR de maneira mais robusta, como anélises de GWAS
(CASTRO-SANTOS; DIAZ-PENA, 2016). Grande parte do conhecimento sobre variantes
genéticas relacionadas a doenca nestas populacdes sdo provenientes de estudos de associacao
simples e metanalises (ANGELO et al., 2015; CASTRO-SANTOS; DIAZ-PENA, 2016;
GOMES DA SILVA et al., 2017, 2021).

Interessantemente, em estudos GWAS foi possivel verificar que apenas 20% dos loci
associados a AR sdo relacionados a variantes que codificam aminoacidos, enquanto que a maior
parte dos loci associados sdo variantes localizadas em regides regulatorias e que estdo
relacionados a alteracGes na expressao génica (OKADA et al., 2019; WU, Cuiyan et al., 2021),
sugerindo que a regulacdo dos genes é crucial para o desencadeamento da doenca.

Além disso, outros fatores ndo relacionados as varia¢es na sequéncia de DNA tém
desempenhado um importante papel na AR. Estudos indicam que alteracBes epigenéticas
podem modular o comportamento celular devido a interferéncias nos processos transcricionais
e traducionais e estarem relacionados a doenca (DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN, 2017;
FRANK-BERTONCELJ; KLEIN; GAY, 2017; ZHU, Xiaowei et al., 2019).

Muitos estudos tém integrado os resultados de analises genéticas, principalmente
GWAS, com alteracdes epigenéticas e expressdo de genes em tecidos e células especificas
(DIOGO; OKADA; PLENGE, 2014; GLOSSOP et al., 2016; NAKANO; BOYLE;
FIRESTEIN, 2013; WU, Cuiyan et al., 2021). Dentre as alteracdes epigenéticas, a acdo da

expressao desregulada de muitos micro-RNAs (miRNAs), que sdo pequenos RNAs de
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interferéncia, como miRNA-146a e miRNA-155 ja foram correlacionados com a progressao da
doenca, marcadores de diagnostico 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, infeccBes recorrentes, exposicao a radiacdo UV e produtos xenobidticos (HUNT;
EMERY, 2014). O tabagismo é o fator ambiental mais fortemente associado a AR, sendo um
agente de predisposicdo e aumento da mortalidade nos pacientes (HUNT; EMERY, 2014). Os
componentes do cigarro atuam acelerando reagdes de citrulinizagcdo (converséo de arginina para
citrulina) em proteinas pulmonares e podem gerar CCps (do inglés, cyclic citrullinated
peptides), um dos principais antigenos associados com a autoimunidade nestes pacientes e que
estd intimamente ligado a severidade da doenca (DE HAIR et al., 2013; HUNT; EMERY,
2014).

Por fim, as infec¢BGes também fazem parte dos fatores desencadeadores da AR, através
de um mecanismo conhecido como mimetismo molecular onde agentes patogénicos possuem
moléculas com alta homologia com proteinas humanas e desencadeiam a quebra da
autotolerdncia e, consequentemente, a producdo de autoanticorpos. Infeccbes por
microorganismos virais, bacterianos e fangicos podem ser considerados artritogénicos, como o
HTLV (do inglés, 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 ultimos anos, estudos avaliando a relagdo entre o virus
Chikungunya e o desenvolvimento de AR tém considerado o virus com alto poder artritogénico.
Este virus provocou uma epidemia em alguns paises emergentes, como o Brasil, sendo
responsavel por diversos novos casos de AR (BOUQUILLARD; COMBE, 2009; HORCADA;
DIAZ-CALDERON; GARRIDO, 2015; RODRIGUEZ-MORALES; VILLAMIL-GOMEZ;
FRANCO-PAREDES, 2016).

2.1.4 Patogénese da AR

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

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

deformidades na articulacdo € bastante similar.

Figura 5 Desenvolvimento e progressdo da Artrite Reumatoide.
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Fonte: Imagem adaptada de Smolen et al. (2018).

O desencadeamento da doenca se inicia a partir do reconhecimento de antigenos
proprios e apresentacdo destes antigenos a linfocitos T por meio das células APCs (do inglés,
antigen-presenting cells) como macréfagos, monacitos e células dendriticas. Os linfocitos T,
por sua vez, irdo estimular a resposta contra os antigenos, inclusive estimulando os linfocitos B
a sintetizar autoanticorpos contra estes autoantigenos. Entre esses autoanticorpos estdo o FR
(Fator reumatoide) e Anti-CCPs (do inglés, anti-cyclic citrullinated peptides) (SCOTT,;
WOLFE; HUIZINGA, 2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018; STEINER, 2007).

A partir desta quebra de autotolerancia, ocorre a infiltracdo de diversos tipos celulares
do sistema imunoldégico como linfocitos, macréfagos, mondcitos e células plasmaticas na
sindvia do individuo (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Além disso, ja foi verificado que ha um
aumento significativo na presenca de MMPs (do inglés, matrix metalloproteinases) que séo
responsaveis por degradar os componentes da matriz celular na sindvia, aléem de antigenos

nucleares e outros autoantigenos articulares (STEINER, 2007). Posteriormente, ocorre a



33

formacdo do pannus invasivo, que é a hiperplasia e destruicdo da membrana sinovial, cartilagem
e tecido 6sseo (SMOLEN, Josef S. et al., 2018) (Figura 5).

Além das células imunes presentes nesse processo inflamatorio, as células residentes do
tecido desempenham um papel importante na inflamac&o. A sindvia saudavel tem o papel de
produzir lubrificacdo para as superficies da cartilagem atuarem em um ambiente com pouco
atrito e fornecer nutriente para a cartilagem, uma vez que este tecido ndo possui suprimento
sanguineo e possui basicamente dois tipos de células (sinovidcitos do tipo fibroblastos e
sinovidcitos do tipo macréfagos) (SMOLEN, Josef S. et al., 2018). Durante a formacéo do
pannus ha um aumento e ativacdo de ambos 0s sinovidcitos que levam a um aumento da
inflamacdo local através da producao de citocinas pro-inflamatorias como IL (Interleucina) -1,
IL-6, TNFa (do inglés, tumor necrosis factor a) entre outras (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA,
2010; SMOLEN, Josef S. et al., 2018).

Caso estes processos inflamatérios e destrutivos ndo sejam controlados por medidas
farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas, podem ocasionar eroses 0sseas e deformidades que ao
longo do decorrer da doenca tornam a articulacao disfuncional, podendo levar a incapacitacdo
do paciente (GOELDNER et al., 2011). Além disso, cerca de 30% dos individuos com AR
apresentam manifestacdes extra-articulares decorrentes da inflamagdo como, por exemplo,
nodulos reumatoides, nddulos pulmonares, esclerite, vasculites, pericardite, neuropatias e
outras manifestacBes (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010; YOUNG; KODURI, 2007).
Doencas cardiovasculares, como infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, AVEs (Acidente
vascular encefalico), doenca vascular periférica e hipertensdo, sdo comorbidades comuns na
AR e aumentam a taxa de mortalidade entre os pacientes (GOELDNER et al., 2011; LEVY 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 a
quebra da autotolerancia do sistema imune que promove uma inflamacdo exacerbada da
resposta celular e humoral e a infiltracdo de células do sistema imune como linfdcitos,
macrdfagos, monocitos, neutrdfilos e celulas plasmaticas no tecido sinovial do individuo
(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 contribuicdo dos mondcitos nesta doenca
(DIOGO; OKADA; PLENGE, 2014; GLOSSORP et al., 2016; SMILJANOVIC et al., 2018).

Analises de transcriptomas de mondcitos de pacientes com AR verificaram
significativas desregulacfes em moléculas relacionadas a sinalizacéo da resposta inflamatoria
como TNF, CCR2, CXCR4 e ILR2 quando comparadas com pacientes com osteoartrite
(SMILJANOVIC et al., 2018). Estas células também sdo os principais precursores dos
osteoclastos, células residentes no tecido sinovial intimamente relacionadas a inflamacéo e dano
tecidual na doenca (XUE et al., 2020). Assim, é possivel pressupor que desregulacdes em genes
e vias inflamatdrias expressas em mondcitos podem ser relacionados ao desenvolvimento e
patogénese da AR e devem ser investigados.

Os monaocitos representam aproximadamente 10-20% dos leucécitos do sangue
periférico e desempenham diversas funcdes regulatoérias e efetoras no processo inflamatorio,
incluindo a expressdo de muitos mediadores inflamatoérios ligados ao dano tecidual da AR
(ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Existem trés subtipos de mondcitos em humanos
classificados de acordo com a expressdo de marcadores de superficie celular CD (do inglés,
Cluster of differentiation): classico (CD14++ CD16-), intermediarios (CD14++ CD16+) e néo-
classicos (CD14+ CD16++) (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Os trés subtipos
contribuem para a inflamacéo e tém sido relacionados a producao de citocinas, especialmente
TNF-a e IL-1B, e outros mediadores inflamatorios (WONG, Kok Loon et al., 2012). Além
disso, quando estas celulas séo ativadas, podem induzir respostas em outros tipos celulares

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

Os mondcitos, assim como outras APCs, podem promover respostas inflamatorias
apropriadas mediante alguns estimulos exdgenos como moléculas com padrfes imunogénicos
expressas por patogenos (PAMPs) (do inglés, pathogen-associated molecular patterns) ou
estimulos enddgenos como moléculas associadas ao dano celular (DAMPs) (do inglés,
Damage-associated molecular patterns) e expressdo de citocinas (ALURI; COOPER,;
SCHUETTPELZ, 2021; ZHENG et al., 2020). Esses padrdes sdo reconhecidos pelas células
através de receptores PRRs (do inglés, pattern recognition receptors). Um grupo de importantes
PRRs sao conhecidos como TLRs (do inglés, Toll-like receptors) que pertencem a familia de
receptores transmembrana tipo 1 e tem um papel essencial no desenvolvimento e manutencéo
da resposta inflamatéria (ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021). No estimulo enddgeno,

além dos DAMPs, ha o reconhecimento de citocinas, especialmente IL-1 e I1L-18, através do
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receptor de IL-1 (IL-1R) que sinalizam a necessidade de uma resposta inflamatoria (AKIRA;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; MOGENSEN, 2009; NGUYEN et al., 2020).

Em sua porc¢do extracelular, os TLRs possuem dominios capazes de se ligar aos PAMPs
ou DAMPs e promover uma cascata de sinalizagdo que leva a produgédo de mediadores da
resposta inflamatoria, como citocinas e quimiocinas. A familia de TLRs é composta por 10
receptores diferentes (TLR1 a TLR10) que se localizam na membrana plasmatica ou endossoma
(ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021; GAY; GANGLOFF; O’NEILL, 2011).

Em uma condicdo patoldgica, como a autoimunidade, em que h& quebra da
autotolerancia, os receptores como TLRs, IL-1R e moléculas associadas podem apresentar
desregulacdes e induzir cascatas de sinalizacao que geram resposta inflamatdria exacerbada, no
entanto, ainda sdo incipientes os estudos que avaliem se moléculas e vias relacionadas estdo
associados a AR (ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021; NGUYEN et al., 2020).

2.3 O COMPLEXO MYDDOSSOMA

Ambos os receptores de estimulos endogenos e exogenos, TLRs ou IL-1R, possuem um
dominio intracelular denominado TIR (do inglés, Toll/IL-1R Receptor) capaz de desencadear
uma cascata de sinalizagdo que culmina na ativacao de fatores de transcricdo que, por sua vez,
promovem a producdo de citocinas pro-inflamatérias (CASANOVA; ABEL; QUINTANA-
MURCI, 2011). A ativacéo dessas proteinas com dominio TIR se da por meio de uma mudanca
na sua conformacédo que as torna capaz de ligar em moléculas adaptadoras como MyD88 (do
inglés, Myeloid differentiation primary response 88), uma molécula chave na sinaliza¢do de
grande parte dos TLRs e IL-1R. A ativacdo do MyD88 gera a formagcdo do complexo
Myddosoma, composto pelo MyD88 e proteinas IRAKs (do inglés, 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 sinalizagcdo dependente do Myddosoma, exceto
0 TLR3.
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Figura 6 Via de sinalizacdo induzida por TLRs (do inglés, Toll-like receptors) que levam a ativagdo do complexo
Myddosoma, composto por MyD88 (do inglés, Myeloid differentiation primary response 88) e as proteinas IRAK
(do inglés, 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 inglés, E3 ubiquitin ligase tumor
necrosis factor TNFR-associated factor 6) e ativam fatores de transcricdo como MAPK (do inglés, mitogen-
activated protein kinase) e NF«xB (do inglés, nuclear factor kappa B) e posterior producdo de citocinas pro-

inflamatérias e interferons.

IFNs,
proinflammatory cytokines

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

Além do Myd88, existem outras moléculas adaptadoras capazes de se ligar no dominio
TIR, como TIRAP (do inglés, TIR-associated protein), MAL (do inglés, Myd88-adaptor-like),
TRIF (do inglés, TIR-domain-containing adaptor protein-inducing IFN-B), TICAM1 (do
inglés, TIR-domain-containing molecule 1) e TRAM (do inglés, TRIF-related adaptor
molecule) que também participam de cascatas de sinalizacdo em vias dependentes e
independentes do MyD88 (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).
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2.3.1 MyD88

2.3.1.1 Mecanismo de Acdo

O MyD88, crucial na sinalizacdo de TLRs e IL1R, inicia sua atuacdo quando h&
associacdo com a porcdo citoplasmatica (dominio 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 dominio de morte (do inglés, Death domain (DD)) que
permite a ligacdo com outras proteinas com o mesmo dominio como membros da familia 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 transducéo de
sinal (FREIHAT et al., 2019; GAY; GANGLOFF; O’NEILL, 2011). As proteinas IRAK1 e
IRAK2 séo recrutadas ao complexo MyD88/IRAK4 e promovem sua fosforilagdo, resultando
em uma mudanca de conformacdo e perda de afinidade pelo complexo do TLRs ou IL1R
(WESCHE et al., 1999). Esta mudanca conformacional também permite a ligacdo dessas
proteinas IRAKs com moléculas downstream como TRAF6 (do inglés, TNF receptor-
associated factor 6) desencadeando assim a cascata inflamatéria por meio da ativacdo de fatores
transcricionais como NFkB ¢ AP-1 que promovem a producdo de moléculas inflamatorias
(Figura 7) (KOBAYASHI et al., 2002; WESCHE et al., 1999). Ademais, particularmente na
ativacdo do Myddosoma através do TLR2 e TLR4, ha o recrutamento do adaptador
TIRAP/MAL além do MyD88 no inicio 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 NF«B no final da sua cascata de
sinalizacdo, enquanto que a forma curta € transcrita a partir de um splicing alternativo e que
ndo possui um dominio intermediério, tornando-a incapaz de ativar a via do NFKB
(JANSSENS et al., 2002).
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Figura 7 Via de sinalizacdo dos TLRs (Toll-like receptors) que quando estimulados interagem com a proteina
MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) e forma o complexo Myddossoma, composto por Myd88 e
IRAK4. O complexo Myddossoma recruta 0 IRAKL e IRAK2 e resultam na fosforilagdo de IRAKs. Os IRAKS
fosforilados interagem com o TRAF6, induz a ativagdo do TAK-1 e TAB2/3 e resulta na ativacao de 1kB e MAPK,
que promovem a translocagdo do do NF«B (p65 ¢ p50) e AP-1 para o nlcleo. Essa cascata de sinalizagdo promove

a producdo de citocinas proinflamatorias.
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Fonte: Imagem adaptada de Zheng et al. (2020)

2.3.1.2 Gene MYD88

A proteina MyD88 é produzida a partir do gene MYD88 localizado no brago 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 nucleotideos (BONNERT et al., 1997; MUZNY et al., 2006). H& descricdo de 6
isoformas do MYD88 produzidas por splicing alternativo que variam de 146 (15kDa) a 304
aminoacidos (34kDa) correspondentes a proteina em questdo (ID UniProt: Q99836)
(HARDIMAN et al., 1997; OTA et al., 2004). Além disso, diversas modificacGes neste gene

tém sido encontradas em individuos saudaveis e com doencas cronicas e infecciosas (1000
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GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2010; CAPPARELLI et al., 2013; GOMES DA
SILVA etal., 2021; GUO; LI, 2016).

2.3.1.3 MYD88 na Artrite Reumatoide

Sabe-se que receptores TLRs estdo ativados cronicamente na AR e o0 MyD88 tem um
papel fundamental nessa ativacao uma vez que media a via TLR/NF«B, relacionada a producao
de diversas citocinas, inclusive IL-1p (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; FREIHAT et
al., 2019).

A relacdo entre 0 MyD88 e a inflamacé&o cronica da AR tém 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 necessario a
producéo de citocinas como IL-6, IL-8 e TNF-a, além de ser relacionado a produgao de MMPs
(SACRE et al., 2007). Ademais, niveis mais altos de MyD88 foram verificadas em FLS (do
inglés, Fibroblast-like synoviocytes) de pacientes com AR quando comparados com pacientes
com osteoartrite (GUTIERREZ-CANAS et al., 2006). A relacdo entre esta molécula e o
desenvolvimento de inflamagdo 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 0 momento, investigaram a relacdo entre desregulagdes do
MyD88 e o desenvolvimento e as caracteristicas clinicas da AR.

Variantes genéticas SNVs (do inglés, single nucleotide variant) no gene do MyD88 tém
sido relacionadas ao desenvolvimento de AR. Analises do SNV rs6853 que promove a
substituicdo de uma Adenina por uma Guanina na 3’UTR do gene podem diminuir a expressao
do MyD88 e, consequentemente, a ativacdo de vias mediadas por esta molécula (FULGIONE
et al., 2016). Um estudo desenvolvido pelo nosso grupo verificou o impacto desse SNV na
expressdo do MYD88 em pacientes com AR de duas populacdes brasileiras (nordeste e sudeste)
e o efeito no nivel proteico da IL-1B em cultivo celular de monécitos (GOMES DA SILVA et
al., 2021). Foi possivel 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 niveis de IL-1f em individuos
com gendtipo AA quando comparados 0s mondcitos nao 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 populac@es e foi relacionado ao aumento da susceptibilidade a doenca bem
como a eficacia terapéutica 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 IRAKS

Como abordado anteriormente, a familia IRAK (do inglés, 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 regulacdo do sistema imune e inflamacdo (SU; XU; HUANG,
2020).

Todos os membros da familia IRAK possuem uma estrutura similar e dominios
parecidos como Dominio de morte (DD) (do inglés, Death domain), dominio
quinase/pseudoquinase, dominio rico em prolina, serina e treonina e outros. O DD é usado
principalmente para dimerizacdo e interacdo com o Myd88, enquanto o dominio C-terminal é
critico para interacdo com 0 TRAF6 (SU; XU; HUANG, 2020). A IRAK1 e IRAK2 possuem
mais regibes de interacdo com o TRAF6, enquanto o IRAK3 possui apenas uma regido de
interagdo (SU; XU; HUANG, 2020; ZHENG et al., 2020). Diferente dos outros membros da
familia IRAK, a IRAK3 ou IRAK-M ¢é produzida principalmente por mondcitos e macréfagos
e nédo participa do complexo Myddossoma, atuando principalmente com uma regulagdo
negativa do processo inflamatorio (SU; XU; HUANG, 2020; ZHENG et al., 2020).

Muitos estudos tém sido feitos para avaliar a relagao entre membros da familia IRAK e
doengas autoimunes e inflamatorias. No entanto, ainda s&o escassos estudos que verifiquem a

relacdo entre o IRAKS3 e a autoimunidade.

2.3.2.1 Mecanismo de Agdo

Assim como 0 MyD88, o IRAK3 possui um dominio DD que permite sua interacdo com
outras proteinas IRAKs e com o préprio MyD88, um dominio de pseudo-quinase e um dominio

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

O IRAK3 tem um efeito inibitério do Myddosoma atuando de duas formas.
Primeiramente, o IRAK3 atua impedindo a fosforilagdo das proteinas IRAKS e,
consequentemente, inibe a dissociacdo destas proteinas do complexo com TLR e a ligagdo com
0 TRAF6 a downstream na cascata de sinalizacdo do Myddosoma (FREIHAT et al., 2019;
KOBAYASHI et al., 2002). Além disso, o IRAK-3 também parece atuar na estabilizagdo do
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complexo TLR/MyD88/IRAK-4 inibindo a sua dissocia¢do, necessaria para a continuidade da

sinalizacdo na cascata (Figura 8).

O IRAKS3 pode ser fracamente fosforilada, embora ndo apresente atividade quinase
como os outros membros da familia IRAK. Em contrapartida, diferente do esperado, um estudo
verificou uma ativacdo do NF«xB em células 293T mediada pelo IRAK3 quando induzido a
super expressdo dessa molécula (WESCHE et al., 1999).

Figura 8 A ativagdo do TLR por PAMPs induz o recrutamento de proteinas IRAKs e da molécula adaptadora
MyD88, formando o complexo Myddossoma. A ligacéo entre estas moléculas promove a fosforilagdo das proteinas
IRAKS, sua consequente mudanca conformacional e dissociacdo do complexo Myddosoma para seguir adiante na
cascata de sinalizacdo. Na presenca de IRAK-3 (IRAK-M) a fosforilacéo das proteinas IRAK ¢é inibida e, como

ndo h& mudanca conformacional, ocorre a ndo dissociacdo do complexo e uma inibicdo da cascata downstream
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weoY

IRAK

IRAK4
Phospho-IRAK
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Fonte: Imagem adaptada de Kobayashi et al. (2002).

Experimentos conduzidos em macrofagos extraidos a partir de ratos modificados
(IRAK-3-/-) estimuladas com diversos PAMPs mostraram um aumento significativo da
producéo de citocinas inflamatdrias como 1L-12, IL-6 e TNF-a quando comparados com células
de ratos ndo modificadas (KOBAYASHI et al., 2002). Além disto, foi observado um aumento

significativo de moléculas associadas ao estimulo por TLR, como NF«B, 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 IRAKS na regulagédo do sistema imune vai além de um regulador negativo
dasinalizacdo por TLR, pois também consiste em garantir a tolerancia a endotoxinas e produgéo
constante de citocinas, auxiliando assim, no controle do sistema imune e garantindo uma

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

2.3.2.2 Gene IRAK3

A proteina IRAK3 € produzida a partir do gene IRAK3 localizado no braco longo do
cromossomo 12 (12q14.3) (ID Ensembl: ENSG00000090376) e coordenadas (GRCh38):
66.189.195 a 66.254.622). Este gene possui 65.409 nucleotideos 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 aminoécidos (67 kDa) e 535 aminoacidos (60kDa),
respectivamente, relativos a proteina em questdo (ID UniProt: Q9Y616) (OTA et al., 2004;
WESCHE et al., 1999). Além disso, algumas variantes genéticas como insercdes, variagdes no
numero de copias neste gene ja foram relacionadas ao desenvolvimento de cancer (1000
GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2010; WALTER et al., 2009).

2.3.2.3 IRAKS3 na Artrite Reumatoide

Estudos que avaliam o papel de desregulacfes no IRAK3 e doengas inflamatdrias sdo

escassos € 0 seu papel na autoimunidade permanece pouco compreendido.

O IRAKS3 possui expressdo frequente apenas em células monociticas e células
relacionadas. No Sistema Nervoso Central, a expressao do IRAK3 ocorre exclusivamente na
microglia, e um estudo verificou a influéncia deste gene na polariza¢do da microglia em estudo
utilizando ratos com esclerose multipla induzida (Experimental autoimune encephalomielitis
(EAE)) indicando que o IRAK3 pode ser um bom alvo terapéutico na doenca (LIU, Baozhu et
al., 2019) . Liu e colaboradores (2019) também verificaram que ratos IRAK3 -/- apresentavam
aumento da severidade da doenca. Também foi observada a relacao entre desregulacGes do gene
IRAKS e a Diabetes Mellitus autoimune (HAYASHI et al., 2009; TAN et al., 2014). No tecido
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pulmonar o IRAK3 também parece ter uma significativa influencia na regulacao do trafego de
monaocitos no pulmao e diferenciacdo para Mo-AM (do inglés, Monocyte-derived alveolar
macrophages), aléem de relagdo com o desenvolvimento de fibrose pulmonar (READER et al.,
2020).

Alem disso, em doencas de caréter sistémico como LES foi observada a relacdo entre o
desenvolvimento da doenca e o gene IRAK3, em experimentos com ratos IRAK3 -/- onde
houve o0 aumento da expressdo de varios genes relacionados a citocinas, interferon,
sobrevivéncia de células plasmaéticas e disfuncbes relacionadas a producdo de autoanticorpos
(LECH et al., 2011; MURPHY, Michael et al., 2017).

Os estudos conduzidos especialmente em pacientes com AR sdo escassos e
compreendem poucos tipos celulares relacionados a doenca. A desregulacdo do IRAKS3 ja foi
verificada em FLS (do inglés, fibroblast like synoviocytes) estimulados com moléculas pro-
inflamatorias como PGN (peptideoglicanos) e LPS (lipopolissacardeos) e citocinas como TNF-
a (CHO et al., 2007). Além disso, analises de transcriptoma verificaram um aumento na
producdo de IRAK3 no sangue periférico de pacientes com AR quando comparadas com
pacientes com osteoartrite (SMILJANOVIC et al., 2018). Ademais, uma variante genetica
(rs11541076) no gene IRAK3 ja foi associada a resposta terapéutica com anti-TNF em
pacientes dinamarqueses com a doenga (SODE et al., 2018). No entanto, ainda sdo incipientes

estudos que verifiquem a relacdo do IRAK3 com o desenvolvimento e patogénese da AR.

2.4 A VIA DO FATOR NUCLEAR KAPPA B (NFKB)

A ativacdo de vias dependentes do complexo Myddosoma, geralmente resulta na
ativacao de moléculas intermediarias como TRAF6 ¢ fatores trascricionais como NFkB. A via
de sinalizacao do NF«kB esta presente em quase todos os tipos celulares e ¢ ativada por diversos
receptores diferentes, comumente, agindo na regulacdo da proliferagdo, apoptose e
diferenciacdo celular (LIU, Ting et al., 2017). Em alguns tipos celulares, principalmente em
células relacionadas ao sistema inato e adaptativo, a via do NFkB age diretamente aumentando
a producéo de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao, induzindo a expressao de genes
pro-inflamatorios e, consequentemente levando a inflamagdo (LAWRENCE, 2009; LI1U, Ting
etal., 2017).
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2.4.1 TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6)

Em células do sistema imune inato (monadcitos, macrofagos e células dendriticas) um

dos componentes intermedidrios e ponto chave para ativagdo da via do NF«kB ¢ através de uma

proteina adaptadora denominada TRAF6 (LIU, Ting etal., 2017; WALSH; LEE; CHOI, 2015).

O TRAF6 é uma proteina que possui atividade de ubiquitina ligase, isto é proteina capaz
de recrutar enzimas conjugadas a ubiquitina e que transferem essa ubiquitina para uma proteina,
induzindo sua ativagdo ou degradacao (ISHIDA et al., 1996). O TRAF6 foi o primeiro mediador
conhecido entre a ligagdo do IL-1R e a via NFxB, além de atuar também em diferentes vias
como MAPK (do inglés, mitogen-activated protein kinase), PI3K (do inglés, phosphoinositide
3-kinase) ou IRF (do inglés, interferon regulatory factor), todas estas relacionadas com
processos inflamatdrios (CAO et al., 1996; WALSH; LEE; CHOI, 2015; WONG, Brian R et
al., 1999). A ativacdo do TRAF6 é crucial para o desenvolvimento, homeostase e ativacdo de
diferentes células como linfécitos, macrofagos, mondcitos, células dendriticas e osteoclastos
(DICKSON; BHAKAR; BARKER, 2004; SUN, Lijun et al., 2004; WALSH; LEE; CHOI,
2015).

2.4.1.1 Mecanismos de Acdo

O TRAF6 esta envolvido em diversas vias relacionadas a inflamacdo. A proteina
adaptadora pode interagir diretamente com receptores, como os TNFRs e TGFBR, ou através
de proteinas intermediarias como Actl (intermediando o IL-17R), MALT1/CARMAL1 e Bcl-10
(intermediando o TCR em linfocitos 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). Apds a ligacdo do TRAF6 com esses receptores e sua
consequente ativacdo, o0 TRAF6 recruta as enzimas Ubc13 (do inglés, Ubiquitin-conjugating
enzyme E2 13) e Uevla (do inglés, Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1) que torna
possivel a ligacdo com outras proteinas alvo, como IKK e formacdo de complexos com
proteinas quinases como TABs (do inglés, TAK1-associated binding protein) 2 e 3. O complexo
TAB2/3, por sua vez, recruta a quinase TAK1 que fosforila proteinas como IKK e MAPK. Essa
cascata de sinalizacdo leva a ativacdo dos fatores de transcrigio NFkB e AP-1 (DENG et al.,
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2000; SUN, Lijun et al., 2004; WALSH; LEE; CHOI, 2015; YE et al., 2002). As vias e

proteinas que interagem com o TRAF6 estdo descritas na figura 9.

Figura 9 Vias de ativacdo do TRAF6 e proteinas que interagem levando a inducdo da expressdo de genes
associados a inflamacdo. O TRAF6 liga-se diretamente aos receptores IL-17R, TGFBRI, enquanto ligase através
de outras proteinas adaptadoras nos receptores TCR, RANK e alguns TLRs. O TRAF6 é capaz de mediar a
sinaliza¢do das moléculas ativando fatores de transcrigdo como NFkB, AP-1 e MAPK, levando ao aumento na

expressao de genes associados a inflamacéo.

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

2.4.1.2 Gene TRAF6

A proteina TRAF6 é produzida a partir do gene TRAF6, localizado no brago 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 ndo produz proteina (ENST00000529150.1), enquanto duas das isoformas
(ENST00000348124.5 e ENST00000526995.6) produzem uma proteina com 522 aminoéacidos
(ID UniProt: Q9Y4K3) (CUNNINGHAM et al., 2019; YATES et al., 2017). O gene TRAF6
possui trés variantes genéticas em sua sequéncia ndo codificante (5’UTR e intron) (rs5030411,
rs5030486 e rs540386) (VIDAL et al., 2007) embora, posteriormente, outras variantes também
tenham sido descritas e estéo disponiveis 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 TRAFG6 na Artrite Reumatoide

O TRAF6 tem sido associado a diversas doencas inflamatérias, como AR (ZHU, Lang-
Jing et al., 2017, 2012), Lupus eritematoso sisttmico (LES) (NAMJOU et al., 2012), Diabetes
(KOLSETH et al., 2017) e Sindrome de Sjogren (SIPKA et al., 2017).

Estudos mostraram que a expressdo do TRAF6 é aumentada no tecido sinovial de
pacientes com AR e é responsavel por promover o aumento do nimero de células inflamatdrias
na articulacdo, causando o dano tecidual (ZHU, Lang-Jing et al., 2017, 2012). Além disso, 0
TRAF6 é crucial para a diferenciacdo de osteoclastos e inflamacéo sinovial na AR (KIM et al.,
2019; WU, Dennis J. et al., 2016). A expressdo do TRAF6 também foi relacionada a migracao
de FLS (do inglés, Fibroblast-like synoviocytes) (WANG, Huigin et al., 2015; ZHANG, Zimu;
ZHANG, 2015) e sua expressao em células residentes no tecido sinovial foi relacionada a
severidade da doenga (ZHU, Lang-Jing et al., 2012).

Alguns estudos verificaram a eficicia de inibidores do TRAF6 na diminuicdo da
inflamacdo na AR. Zhu et al. (2017) verificou que a transfecgdo lentiviral TRAF6-shRNA (do
inglés, short hairpin RNA), que silencia a expressdo do gene, diminuiu a inflamacdo em FLS
(do inglés, fibroblast-like synoviocytes) através da diminui¢do de citocinas proinflamatorias
como IL-1p, IL-6, TNF-a. ¢ MMPs, além de diminuir também a proliferacdo dos FLS. Brenke
et al. (2018) também utilizaram um composto (C25-140) inibidor da interacdo do TRAF6 com
moléculas associadas, como Ubcl3, em modelo de camundongo com artrite induzida por
colageno e verificaram uma melhora significativa na inflamacéo dos camundongos. Em ambos
0s estudos, a inibicdo do TRAF6 no local da inflamagdo foi sugerida como potencial e
promissora terapia para AR (BRENKE et al., 2018; ZHU, Lang-Jing et al., 2017).

A desregulacdo do TRAF6 na AR parece estar relacionada a caracteristicas genéticas,
uma vez que, um estudo recente mostrou uma associacao entre a variante genética (rs540386)
do gene TRAF6 e a perda da densidade mineral 6ssea em pacientes com AR (HASSINE et al.,
2019). O SNV rs540386, no entanto, ndo foi associado ao desenvolvimento da AR quando
comparado com controles, mas foi considerado como um fator de risco para a perda mineral

0ssea nos pacientes em uma populacdo da Tunisia (HASSINE et al., 2019).
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2.4.2 NFkB1

O NFkB corresponde a uma familia de fatores de transcri¢cdo que possui cinco membros
estruturalmente relacionados: NFkB1 (aliases: p105 e p50), NFkB2 (aliases: p100 e p52), RelA
(alias: p65), RelB e c-Rel (SUN, Shao-Cong, 2012). A fungédo de fator de transcrigdo do
complexo NF«B depende da dimerizacdo de suas subunidades, isto é, os componentes desta
familia se unem como heterodimeros ou homodimeros para conseguirem ligar ao DNA e
induzir sua transcricdo (HOFFMANN; NATOLI; GHOSH, 2006).

A cascata de sinaliza¢do da qual o NF«B faz parte, depende da ativagdo de moléculas
adaptadoras e da ativacao dos seus componentes. A via de sinalizagdo do NFkB pode ocorrer
de forma canénica e ndo canénica (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017). A via candnica
normalmente € ativada mediante a diversos estimulos, incluindo receptores de citocinas (IL1R),
membros da familia do TNF (TNFR) e TLRs, isto €, a via candnica é ativada basicamente por
citocinas e produtos microbianos (KARIN; DELHASE, 2000; LIU, Ting et al., 2017;
YAMAMOTO, Yumi; GAYNOR, 2004). A via ndo candnica, por sua vez, responde a um grupo
especifico de receptores ¢ estimulos relacionados a citocinas da familia TNF, entre eles, o LTBR
(do inglés, lymphotoxin-g receptor), BAFFR (do inglés, B cell-activating factor receptor),
CD40 (do inglés, Cluster of differentiation 40) e RANK (do inglés, Receptor activator of
nuclear factor kappa-B) (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting etal., 2017; SUN, Shao-Cong, 2012).

A ativacdo da via candnica e ndo candnica esta descrita na figura 10.
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Figura 10 Via canénica e ndo candnica de ativacdo do NFkB. A via canfnica é desencadeada por TLRs e
receptores de citocinas que levam a ativacdo do RelA/p50 e se deslocam para o nucleo. Ja a via ndo candnica é
ativada por citocinas da familia TNF (mas ndo o TNF) e resulta na ativacdo do heterodimero p52/RelB que se
deslocam para o nicleo. As IKKs regulam a ativacdo das moléculas através da fosforilacdo (P) e ubiquitinagdo

(Ub) que mediam a degradacéo das proteinas pelo proteassoma.
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Fonte: Imagem adaptada de Lawrence (2009).

Desregulagdes nas vias do NFxB tém sido associadas a muitas doengas inflamatorias
como a AR. O NF«B ja foi relacionado a AR tanto em estudos de associacdo que avaliaram
pacientes com a doenca quanto em modelos animais (LIU, Ting et al., 2017; SWIERKOT et
al., 2016).

O NF«kBI corresponde as proteinas p50 e p105, as quais fazem parte da via candnica de
ativacao do NFkB. Ambas as proteinas sdo capazes de se ligar em proteinas Rel (RelA, RelB e
c-Rel) formando o complexo do NF«B, os quais sofrem ubiquitinagdes por proteinas quinases
(IKKs) que tornam o complexo ativo (LIU, Ting et al., 2017; SUN, Shao-Cong; CHANG,; JIN,
2013). Dados na literatura mostraram que o blogueio na ubiquitinacdo da p50 inibe a transcricao
génica 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 sinalizacdo da MAPK (do inglés, Mitogen
Activated Protein Kinase), uma vez que controla a estabilidade e funcao de uma quinase, Tpl2
(WATERFIELD et al., 2003). Modelos animais knock-out para o gene NFKB1 apresentaram
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falhas nas respostas imunes principalmente envolvendo linfocitos B e respostas inespecificas
contra infeccbes (SHA et al., 1995).

2.4.2.1 Mecanismos de Acao

Ambas as vias de ativagdo do NFkB parecem desempenhar um papel importante na
inflamacdo, embora a via candnica seja mais frequente e a via ndo candnica parece exercer um
papel auxiliar, estando presente em células do sistema imune adaptativo (LIU, Ting et al.,
2017). Comumente os membros do NFkB predominantes na via candnica de ativa¢ao sao os
dimeros p50/p65 e p50/c-Rel (LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017).

A via candnica ocorre principalmente em resposta a sinalizagdo de IL-1 e TNFa, embora
diversas vias possam ativar a via canonica (LAWRENCE, 2009; PERKINS, 2007), estas podem
ter sua ativacao dependente de IKKs (subunidades NEMO (do inglés, NF-kappa-B essential
modulator), IKKa e IKKP) onde ocorre a modificagdo pods-traducional
(fosforilacdo/ubiquitinacdo) das IKKs, que atuam como inibidoras, e consequente degradacédo
pelo proteassoma. Ainda, pode ocorrer a ativagao da via candnica de maneira independente de
IKK, mas dependente de outras proteinas quinase como ck2 e Tyr quinase. O complexo do
NF«B (p50/RelA) livre pode se deslocar para o nucleo. No nticleo, algumas quinases, acetilases
e fosfatases também podem atuar, sendo estes fatores cruciais para a ativagcdo e repressao
transcricional, uma vez que podem recrutar ativadores ou repressores da transcri¢do (Figura 11)
(LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017; PERKINS, 2007).

O complexo p50/RelA é capaz de se ligar ao DNA induzindo a transcricdo de diversos
genes através da ligacdo com os motivos: 5-GGGRNNYYCC-3 ou 5-HGGARNYYCC-3),
onde R pode ser um nucleotideo de basica pdrica (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 ativagdo do NFKB e atuacéo das subunidades p50/RelA no ndcleo celular. A via candnica tem
ativagdo das subunidades de IKK (NEMO, IKKa e IKKB) que atuam induzindo a degradagéo de inibidores [kBs
e tornam ativas as subunidades p5S0/RelA. A via atipica, por sua vez, parte da ativacdo de Tyr kinase ou Ck2 que
induzem a degradagdo de inibidores IxkBs e tornam ativas as subunidades p50/RelA. Ambas as vias geram a
ativacdo da p50/RelA que podem se unir a co-ativadores (gerando ativagdo transcricional), co-repressores (gerando
repressdo transcricional) ou fatores de transcricdo Zn-Finger que promove uma seletividade de alvos.
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Fonte: Imagem adaptada de Perkins (2007).

A via canonica de ativagdo do NFkB tem sido muito associada a diversas doengas
inflamatorias (BOHUSLAYV et al., 1998; LAWRENCE, 2009; LIU, Ting et al., 2017). O NFxB
também parece ser um importante inibidor da apoptose em macréfagos (PARK, 1995). Além
disso, interessantemente a formacdo de homodimeros da subunidade p50 podem atuar na
repressao de genes e inibindo a inflamagéo, uma vez que nao séo capaz de migrar para o ntcleo
e se ligar ao DNA (BOHUSLAV et al., 1998). Em linfocitos T foi verificada a diminuigdo na
expressdo da p50 apos a ativacdo das células, que possivelmente ocorre para que nao sejam

formados homodimeros 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 proteina NFkB1 ¢ produzida a partir do gene NFKBL1 localizado no brago longo do
cromossomo 4 (4g24) (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 (HERON; DELOUKAS;
VAN LOON, 1995) e atualmente foi revisado com 27 éxons (CUNNINGHAM et al., 2019). O
gene NFKB1 gera as proteinas 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 trés
(ENST00000226574.9,  ENST00000505458.5 e  ENST00000394820.8)  possuem
correspondéncia com a proteina em questdo (ID UniProt: P19838) e esta possui 969
aminoacidos (CUNNINGHAM et al., 2019; YATES et al., 2017).

2.4.2.3 NFKB1 na Artrite Reumatoide

Desregulacdes no gene NFKBL1 ja foram associadas em diversas doencas autoimunes,
incluindo a AR (SWIERKOT et al., 2016). Dados na literatura indicam um aumento na
expressdo e ativagdo de componentes do NFkB no tecido sinovial de pacientes e camundongos
com artrite induzidas por colageno (HAN et al., 1998) e ja foi verificada sua importancia para
apoptose e proliferacdo de células sinoviais (YAMASAKI, 2001). Um estudo com o NFKB1
verificou um aumento na expressdo de locais adjacentes a juncédo cartilagem/osso e associou

sua expressao ao dano tecidual condizente com erosdes 0sseas (BENITO et al., 2004).

As funcdes inflamatérias do NFkB podem mediar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias altamente expressas na AR em mondcitos e macréfagos (DAVIGNON et al.,
2013), bem como auxiliar no recrutamento de células imunes inflamatérias para o local da
inflamacdo, especificamente no tecido sinovial e tecidos adjacentes (SIMMONDS;
FOXWELL, 2008). O NFkB também contribui para o aumento da sobrevivéncia de linfocitos
B autorreativos e consequente aumento na producéo 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 canonicas ¢ nao candnicas do NFkB também estdo associados ao RANK em
osteoclastos que promovem a perda 6ssea associada a AR (YAO; XING; BOYCE, 2009). Além
disso, muitos loci génicos associados com o desenvolvimento da AR, em estudos de GWAS,
referem-se a genes relacionados a via de sinalizacdo do NFkB como REL, TNFAIP3 (do inglés,
TNF Alpha Induced Protein 3) e TRAF1 (do inglés, TNF Receptor Associated Factor 1)
(CRISWELL, 2008; DIOGO; OKADA; PLENGE, 2014), enfatizando a importancia desta via

para a etiopatogénese da doenca.

Além disso, um estudo identificou seis variantes genéticas no gene NFKBL, entre elas
uma variante de insercdo/delecdo na regido promotora (-94ins/delATTG) (KARBAN et al.,
2004), associada ao desenvolvimento da AR. Ainda, a mesma variante ja foi associada a
comorbidades da doenca onde foi verificado que a presenca da delecdo em homozigose era
associada ao aumento do risco de doenga cardiovascular (LOPEZ-MEJIAS et al., 2012) e
marcadores da gravidade da doenca como DAS28 e Proteina C Reativa (BOGUNIA-KUBIK
et al., 2016), indicando que fatores genéticos também podem estar relacionados a sua

desregulacao.

2.5 EPIGENETICA

Epigenética é definida como mudancas herdaveis e transitorias no padréo de expressdo
génica que ndo decorrentes de mudancas na sequéncia de DNA primaria (TRENKMANN et
al., 2010). Para alguns, o termo indica as interacGes entre células e produtos celulares capazes
de levar a mudancga na morfologia celular, bem como sua diferenciacéo e ativacdo (STOTZ;
GRIFFITHS, 2016). O termo epigenética foi criado para indicar os processos pelos quais um
gendtipo dava origem a um fenotipo (HOLLIDAY, 2006; STOTZ; GRIFFITHS, 2016).

Mudancas epigenéticas podem ocorrer em resposta a sinais ambientais, fisiologicos e
patoldgicos (BALLESTAR, 2011). Desordens nos mecanismos epigenéticos tais como,
alteragdes no nivel de metilagdo do DNA, modificagdo de histonas e RNAs ndo codificantes,

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

No que se refere as doencas autoimunes, podem ocorrer falhas no sistema de regulacédo
da expressao génica devido a desregulacdes em mecanismos epigenéticos. Estas desregulacdes

podem ser decorrentes de estimulos 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 inicio e patogénese da AR podem ter influéncia direta de
fatores epigenéticos, o que tem mostrado seu potencial como biomarcadores eficientes para a
doenga (NEMTSOVA et al., 2019; TRENKMANN et al., 2010).

2.5.1 Micro-RNAs

Os RNAs ndo codificantes, isto €, que ndo sdo traduzidos em uma proteina, podem ser
divididos em housekeeping (RNA transportador e RNA ribossomal) e RNAs ndo codificantes
regulatorios (WEI, Jian-Wei et al., 2017). Os RNAs nédo codificantes regulatérios podem ser
divididos em pequenos RNAs (ex.: micro-RNAs (miRNA) e pequeno RNA de interferéncia
(siRNA)), quando apresentam menos que 200 nucleotideos e, grandes RNAs que apresentam
mais de 200 nucleotideos (WEI, Jian-Wei et al., 2017; ZARATIEGUI; IRVINE;
MARTIENSSEN, 2007).

Um dos RNAs regulatérios que parecem ser de grande importdncia para o
desenvolvimento e patogénese da AR é a expressdo de miRNAs (CHUROV; OLEINIK; KNIP,
2015; PILETIC; KUNEIJ, 2016). miRNAs sio RNAs de aproximadamente 22 nucleotideos
provenientes de regides intragénicas e intergénicas que sdo processados e exportados para o
citoplasma, onde se ligam ao seu transcrito alvo e regulam sua traducdo (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 regulacdo de mRNAs alvo foi descrita em 1998 (FIRE
et al., 1998). No entanto, a relevancia dos miRNAs na regulacdo génica sé foi evidenciada a
partir das descobertas dos miRNAs Let-7 e Lin-4, onde foi verificada a conservacdo destes
miRNAs em diferentes organismos e foi reportada a repressao dos seus mMRNAs alvo, lin-14 e
lin-41 (HAUSSER; ZAVOLAN, 2014; REINHART et al., 2000).

No genoma humano ja 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 regulacdo da inflamacéo, diferenciacao
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celular e autoimunidade tém sido associados & agcdo dos miRNAs (CHUROV; OLEINIK; KNIP,
2015; HAUSSER; ZAVOLAN, 2014; REINHART et al., 2000; ZHANG, Lian et al., 2020).

2.5.1.1 Biogénese e Mecanismos de agédo

Os miRNAs sdo codificados a partir de regides intragénicas e intergénicas que
constituem as vias candnicas e ndo-canonicas de biogénese do miRNA (LI, Zhonghan; RANA,
2014). Na via canbnica ocorre a transcricdo do miRNA pela RNA polimerase Il que produzem
um transcrito primario longo denominado pri-miRNA (miRNA primario). Este pri-miRNA sera
processado pelo complexo Drosha-DGCRS8 (do inglés, DiGeorge syndrome critical region 8)
que atuam como endonucleases para gerar um prée-miRNA (miRNA precursor). O pré-miRNA,
por sua vez, € transportado ao citoplasma pela exportin 5 e processado pelo complexo Dicer-
TRBP (do inglés, TAR RNA-binding protein 2) em um miRNA dupla-fita contendo 0 miRNA

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

Apo6s o processamento, 0 miRNA maduro se liga ao complexo de silenciamento
contendo AGO2 (Argonaute 2), formando o complexo miRISC (do inglés, miRNA-induced
silencing complex) e é capaz de se ligar e regular o alvo. No caso da via ndo canénica, ha a
sintese de um mRNA e no seu processamento ha a liberacdo de regides intronicas atraves do
spliceossomo. Devido a origem intronica do miRNA na via ndo canonica, este pode ser
chamado de mirtrons que sdo estruturalmente semelhantes a pré-miRNAs (CHUROQOV;
OLEINIK; KNIP, 2015; HA, Minju; KIM, 2014; LI, Zhonghan; RANA, 2014).

A regulacdo de todas as etapas do processo de biogénese de miRNA é bastante rigorosa,
ocorrendo por exemplo a estabilizacdo da TRBP pela fosforilagdo mediada por enzimas ERK e
fosforilagdo da AGO mediada por enzimas como MAPK e hidroxilagdo mediada pela enzima
C-P4H (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 2015; HA, Minju; KIM, 2014; LI, Zhonghan; RANA,
2014) (Figura 12).

Figura 12 Via candnica e ndo candnica de biogénese de miRNAS. A via candnica ocorre a transcricdo do miRNA
a partir do seu gene que gera um pri-miRNA com posterior processamento pelo complexo Drosha-DGCRS e

formac&o do pre-miRNA. Na via ndo candnica ocorre a sintese de um mRNA que libera regifes intronicas através
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do processo do spliceossomo e sdo formados os pré-miRNAs. Os pré-miRNAs vao para o citoplasma através da
exportin 5 e podem ser degradados de imediato se sofrerem ubiquitinacdo ou podem ser processados e ativos pelo
complexo Dicer-TRBP-AGO. O TRBP é recrutado mediante a fosforilagdo por ERK1/2 e a AGO2 € recrutada
mediante MAPK e C-P4H. O processamento do miRNA dupla-fita que terd uma das fitas degradadas tornando-se

fita Unica ocorre dentro do Corpo de Processamento, bem como sua ligacdo no mRNA alvo.

Via canoénica Via ndo candnica
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Pri-miRNA Pri-miRNA
mRNA AAAA mRNA AAAA
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= I

=

= = .
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Exportins
S i
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\ AAAA

Rlbossomo ) Exonuclease >

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

A ligacdo entre um miRNA e seu mRNA alvo é completa apenas em alguns casos, 0
comum € ocorrer uma complementariedade parcial, envolvendo 6 a 7 nucleotideos localizados

na extremidade 5’ do miRNA e, esta regido ¢ denomidade regido semente que se ligara a uma
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sequéncia complementar do mRNA alvo em sua regido 3’UTR. A regido semente ¢ o fator
decisivo na ligacdo 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 ligagdo em regides 5’UTR e regides codificantes do mRNA também podem ser alvo de

mMiRNAs, embora com uma frequéncia bem menor (XU et al., 2014).

A maior parte das evidéncias cientificas indicam que os miRNAs atuam como
reguladores negativos, isto &, reprimindo a expressdo dos seus MRNAs alvo e isto pode ocorrer
mediante a adenilacdo do mRNA alvo, degradacdo deste mRNA ou inibi¢do da tradugdo. No
entanto, em certas condi¢cOes e contextos celulares estes miRNAs podem servir como
reguladores positivos da expressdo génica (CHUROV; OLEINIK; KNIP, 2015; FURER et al.,
2010; HA, Minju; KIM, 2014).

Ao ligar-se ao alvo, o miRNA pode inibir o inicio da traducdo impedindo o
reconhecimento de fatores de iniciacdo da traducdo, como elF4F e a montagem do complexo
ribossébmico 80S. Alguns mRNAs que tem seu inicio de traducdo inibido, podem ser
armazenados em corpos de processamento para que sua traducdo seja ativada quando
necessario. A repressdo do mRNA também pode ocorrer ap0s o inicio da traducao através da
inibicdo do alongamento da traducao facilitando a degradacdo dos peptideos recém-sintetizados
e degradacdo do mRNA. Além disso, a repressdo da tradugdo pode ocorrer devido a
desestabilizagdo do mRNA através da clivagem do CAP 5 e cauda poli-A ou ainda,
promovendo a ubiquitinacdo do mRNA para posterior degradacdo (HA, Minju; KIM, 2014;
O’BRIEN et al., 2018) (Figura 13).
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Figura 13 Mecanismos de silenciamento génico pés-transcricional mediado por miRNAs onde pode ocorrer a
degracdo do mRNA ou armazenamento do mesmo através de impedimento traducional. A) A inibigdo do inicio da
traducdo ocorre devido ao impedimento na montagem das subunidades de ribossomos; B) O silenciamento génico
ocorre devido a inducdo da desmontagem do ribossomo; C) O silenciamento ocorre devido a desestabilizacdo do
MRNA e inducéo da sua degradacdo.
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Fonte: Imagem adaptada de Ha and Kim (2014).

miRNAs também parecem exercer funcGes na regulacdo positiva de determinados
genes, especificamente em contextos celulares e condicBes especificas (NI; LENG, 2016;
O’BRIEN et al., 2018). A ativagéo traducional mediada por miRNAs ndo tem um mecanismo
molecular completamente elucidado, mas evidéncias indicam que este processo envolve a
proteina FXR1 (do inglés, 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 nucleo ligando-se a regides promotoras e proteinas
de modificacdo de histonas, tornando determinadas regides génicas acessiveis a maquinaria
transcricional, embora ainda ndo se sabe ao certo como esse processo ocorre e se 0s MiRNAs
possuem outras fungbes dentro do nicleo (O’BRIEN et al., 2018; VASUDEVAN, Shobha,
2012). Alguns miRNAs parecem afetar diretamente a transcri¢do génica através da ligagdo com
proteinas ligadoras de metil-CpG e proteinas 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 ativacdo de mMRNAs especificos por miRNAs também j& foi descrita em células com
condicgdes de quiescéncia, como odcitos (VASUDEVAN, Shobha, 2012). Alguns genes como
IL-10 e KappaB-Ras2 parecem ser regulados positivamente em macréfagos pelo miR-4661 e
miR-125b, respectivamente (MA, Feng et al., 2010; MURPHY, Amy J.; GUYRE; PIOLI,
2010).

De toda forma, os miRNAs parecem exercer uma importante regulacdo na expressao
dos seus genes alvos e podem agir na modulagédo da inflamacao, manutencdo da homeostase e
defesa do hospedeiro contra antigenos, sendo assim relacionados a etiopatogénese da AR
(ZHANG, Zimu; ZHANG, 2015; ZHU, Xiaowei et al., 2019).

2.5.1.2 miRNASs na Artrite Reumatoide

Muitos miRNAs que atuam sobre genes importantes para resposta imunologica ja foram
observados com expressdo desregulada em doengas inflamatorias como AR, LES, Sindrome de
Sjogren, Esclerose Mdltipla e Diabetes Tipo | e outros (PILETIC; KUNEJ, 2016; ZHANG,
Zimu; ZHANG, 2015).

Desregulacdes 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 inglés, peripheral blood mononuclear cells)
(BOGUNIA-KUBIK et al., 2016; PAULEY et al., 2008; PEREZ-SANCHEZ et al., 2018). A
avaliacdo de miRNAs em PBMCs de pacientes com AR com 0 objetivo de detectar possiveis
marcadores para a gravidade da AR também tem sido estudado, observando-se por exemplo,
gue o0 aumento da expressdo dos miR-221 e miR-222 foram correlacionados com a atividade da
doenca (ABO ELATTA et al., 2019). Além disso, alguns estudos foram realizados em células
especificas como miR-146a, miR-26, miR-16 e miR-155 em linfécitos CD4, linfécitos B
(NIIMOTO et al., 2010) ou monocitos (RAJASEKHAR et al., 2017).

No contexto da sindvia, estudos também verificaram que desregulagdes em diversos
miRNAs tém papeis importantes em fun¢des inflamatdrias, como producdo de citocinas, e
catabdlicas, como produgdo de proteases que degradam a matriz ssea (MMPs), na articulacéo
(DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN, 2017; STANCZYK et al., 2008; VICENTE et al., 2016).
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O aumento da expresséo de alguns miIRNAs como miR-221, miR-323-3p e outros, parecem ter
um efeito significativo sobre a producédo de citocinas e quimiocinas, proliferacdo de células
sinoviais como FLSs, e consequente dano tecidual da AR (DOODY; BOTTINI; FIRESTEIN,
2017; VICENTE et al., 2016). Um estudo de meta-analise baseado em SMD (do inglés,
Standardized Mean Difference) reportou o aumento significativo da expressdo de miRNAs
como, miR-16, miR-24, miR-26a, miR155 e miR-223, que desempenham um papel importante
na membrana sinovial e estdo relacionados ao processo de osteoclastogénese, bem como a

destruicdo dssea e cartilaginosa (ZHANG, Lian et al., 2020).

De acordo com essas informagdes, sabe-se que os genes MYD88, IRAK3, NFKBL1 e
TRAF6 estdo desregulados na AR e possuem um significado clinico importante para doenca,
devido aos seus papéis chaves na inflamagdo. No entanto, ndo é claramente elucidado quais
células sdo responsaveis por essa desregulacdo. A partir disto, nos hipotetizamos que a
expressdo desses genes pode estar desregulada em mondcitos de pacientes com AR e que fatores
epigenéticos como a acdo de miRNAs poderiam estar atuando em seus genes alvos, o que

poderia estar envolvido no desenvolvimento e patogénese da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 e miRNAs regulatérios
em mondcitos CD14+ e sua relacdo com o desenvolvimento e patogénese da Artrite

Reumatoide e inflamacao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a relacdo entre a expressdo dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 em
monocitos de pacientes com AR e controles saudaveis com o desenvolvimento e

gravidade da doenca;

2. ldentificar, in silico, miRNAs com possivel funcdo regulatdria sobre os genes MYD88,
IRAK3, TRAF6 e NFKBL1.

3. Verificar arelacdo entre a expressao dos miRNAs preditos (miR-194-5p, miR-124a-3p,
miR-9-5p e miR-340-5p) em mondcitos de pacientes com AR e controles saudaveis com
o desenvolvimento e gravidade da doenca;

4. Avaliar a correlacdo entre a expressdo dos miRNAs e a expressdo dos genes em

mondcitos;

5. Analisar a influéncia desses genes e miRNAs sobre a inflamacdo mediante anélise de
correlacdo entre a expressao dos genes e miRNAs e 0s niveis plasméticos de citocinas
(TNF-a, IL-6, IL-2, IL-4, IFN-y ¢ IL-10).
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1 : MYDS88, 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 Apéndice 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 mMiRNAs 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; TRAF®6.
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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; Stuhlmuller 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) (Stuhlmuller 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 NF«B pathway being the most important (Smiljanovic et al. 2018). The NFxB
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 NFxB family is a complex formed by two subunits
(homodimer or heterodimer) composed by NFkB1, NFkB2, RelA, RelB and c-Rel (Sun et al.
2013; Liu et al. 2017). The heterodimer composed by NFkB1/ RelA or NF«kBI1/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 NFkB 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 NFkB 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 NFkBI1 in RA patients synovium promotes a
higher concentration of inflammatory cells in the joint, and consequently tissue damage in
synovium (Zhu et al. 2012; Swierkot 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: naive (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 miRNASs 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 4°C to perform the immunofluorescence analysis in the flow cytometry Accuri C6 Flow
Cytometer (BD Biosciences, USA).

RNA isolation and determination of TRAF6 gene and miRNASs 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 TagMan 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). RPLPO gene
expression also was assessed using SYBR Green assay using 1X SYBR Green PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) and 10uM of PCR primers previously validated (de Lima
etal. 2019). NFKB1 and TRAF6 gene expression was normalized by GAPDH, ACTB, 18S and

RPLPO reference genes.

The TagMan 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 RNUG6B 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 -
80°C until cytokine quantification. Cytokine levels (TNF-o, 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 <



70

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; CDALI:
28.99+12.97). Three patients were untreated, while nine patients received methotrexate,
leflunomide or hydroxychlorogquine 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), SJIC (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 1L-6 plasma levels

We performed correlation analyses to verify the influence of TRAF6 and NFKB1 genes
and miRNAs expression in the TNF-a, 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); Goldbergova 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
(Fernandez-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 Fernandez-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-
a, IL-6, and IL-1B production in human cardiac myocyte (HCM) cell line (Liang et al. 2019).
On the other hand, in murine macrophage RAW?264.7 cell line, the miR-124-3p levels was
associated with decreased of TNFa, IL-6 and IL-13 (Ma et al. 2014) while in serum of RA
patients no significant correlation was found between miR-124-3p and IL-6, TNFa or IL-8
cytokine levels (Goldbergova et al. 2018). The miR-194-5p and miR-340-5p levels were related
to a downregulation of TNF-a, IL-6 and IL-1pB 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-1PB and TNF-a 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 NFkB 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
NFkBI1.

Considering that TRAF6 and NFKB1 genes were positively correlated in monocytes, we
decided to assess the correlation of all mMiRNAs (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). Inrelation 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 mMRNA 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 mMRNAs 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-

Relative Expression Levels

Whitney test. Data are presented as mean (central line) and standard deviation (top and

(fold change)

bottom of the line).
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Figure 2. Scatter plot demonstrating correlations of mMRNAs 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; ¢ — 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
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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£591 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 541+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 positive?, n (%) 7 (53.85)

Joint space narrowing presence®, 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)

* Data available for 13 patients; - 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

. NFKB1 gene TRAF6 gene miR-194-5p miR-124-3p miR-9-5p miR-340-5p
Variables

r p-value r p-value r p-value r p-value R p-value r p-value
Disease duration 0.18 0.450° -0.02 0.944° 0.12 0.601®  -0.10 0.684° 0.28 0.262° 0.04 0.888°
DAS28 -0.23 0.3212 -0.14 0.567° -0.29  0.208° -0.20 0.448% -0.14 0.578° -0.29 0.254°
CDAI -0.26 0.276 2 -0.24 0299 -0.34 0.139° -0.20 04532 -0.18 0.485° -0.37  0.141°
HAQ 015 0516® -0.30 0195° -0.13 0571® -0.37 0.145° -0.11 0.671°  -0.32  0.204°
ESR -0.18  0.458° 010 0.859° -001 0.992° 028 0270% -0.28 0.253" -0.11  0.664"
CRP -0.19 0.517° 0.05 0.859° -0.21  0.470° 031 0.359° -0.29 0.357° 0.11 0.739°
TJC -0.19 0.432° -0.06 0791 -0.11 0.638°  -0.09 0.720° 0.04 0.874° -0.18  0.485°
SJC 0.33 0.166° 0.15 0.530° 019 0.436° -029 0281 0.11 0.671° 0.06 0.822°

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;
2. Correlations was tested using Pearson’s correlation test; "~ Correlations was tested using Spearman’s correlation test.

Fonte: A autora (2021)



Table 3. Normalized quantitative expression of TRAF6 and NFKB1 genes and miRNAs expression in CD14+ monocytes from RA patients in different treatment

84

strategies.
Variables NFKB1 gene  TRAFG 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
Naive (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° 0.961° 0.269 2 0.756 ° 0.267° 0.102°2
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 0.128? 0.277° 0.031° 0.228"° 0.031° 0.0941 2

SD: Standard deviation; DMARDSs; Naive: 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); P- 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-a, IL-6, IL-2 and IL-10 plasma cytokines
levels from RA patients and healthy controls.

. NFKBL1 gene TRAFG6 gene miR-194-5p miR-124-3p miR-9-5p miR-340-5p
Variables
r p-value r p-value r p-value r p-value R p-value r p-value
TNF-a 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 0.367 046  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 0.093 040 0051 017 0441 008 0719 -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

Gn??ssNTsd Author(s) and Year Type of sample Findings
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
(Zhu et al. 2012) RA synovium 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.
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
Mouse collagen-induced arthritis (CIA)  siTRAF6 reduced the severity of RA, joint inflammation and matrix
(Wang et al. 2015a) Human RA- fibroblast-like synoviocytes metalloproteinase in mice. TRAF6 inhibition by Anti-TRAF6mAb in human RA-FLSs
(RA-FLSs) reduced IL-1B-stimulated migration, invasion and MMP-1, MMP-3 and MMP-9
TRAF6 secretion.

Sinomenine treatment in RA-FLSs reduced gene and protein
(Zhang et al. 2015) RA- fibroblast-like synoviocytes (RA- expression of TRAF6 and promotes reduction in RA-FLS proliferation,
' FLSs) prevention of cartilage and subchondral bone destruction
WDFY 3-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
WDFY 3-deficient cells is TRAF6 dependent.

(Wu et al. 2016) WDFY 3 transgenic Mice

(Zhu et al. 2017) RA- fibroblast-like synoviocytes (RA- TRAF6 was overexpressed in RA-FLSs as compared to osteoarthritis-
FLSs) FLSs. In addition, TRAF®6 inhibition by lentiviral transfection reduced



(Brenke et al. 2018)

(Puchner et al. 2018)

(Liu et al. 2019b)

(Han et al. 1998)

NFKB1
(Campbell et al. 2000)

(Benito et al. 2004)

Human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs)
Mouse collagen-induced arthritis (CIA)

Mouse monocytes

Mouse collagen-induced arthritis (CIA)

RA synovial tissue
Mouse collagen-induced arthritis (CIA)

Mouse collagen-induced arthritis (CIA)

RA synovial tissue
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secretion of cytokines (IL-1p, IL-8, IL-6, TNF-a) and matrix
metalloproteinase (MMP-13, and MMP-3) and reduced RA-FLSs
proliferation.

A small-molecule modulator (C25-140) reduced the TRAF6-Ubc13
protein interaction and promoted a reduction of TNF-a, IL-6 and IL-1f
production in PBMCs and murine cells. In addition, in CIA model the
treatment promoted ameliorated of arthritic index and symptoms of RA

TRAF6 (MRNA and protein levels) was overexpressed in RA non-
classical monocytes subset (Ly6C-) compared with classical
monocytes subsets (Ly6C+) in mice.

A histone modification (neddylation at Lys124) of TRAF6 gene
regulates IL-17A-induced NF-kB activation.

NF«kB1 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 NFkB1 to bind to
DNA was increased in RA patients as compared to osteoarthritis and in
mice 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 pS0 (NFkB1 isoform)

RA patients showed a overexpression of NFkBI1 in cartilage-pannus
junction as compared to synovial tissue of psoriatic arthritis and
osteoarthritis



(Ahmed et al. 2018)

(Sarmiento Salinas et
al. 2018)

(Zhang et al. 2018)

(Sabir et al. 2019)

(Xu et al. 2012)

MiR-194-

5p
(Tian et al. 2015)

(Meng et al. 2015)
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There was not significant differences in NFKB1 gene expression in
: . : articular cartilage and synovial membrane when compared OA patients
Synovial membrane and articular cartilage q | dditi h lati
of osteoarthritis (OA) patients and postmortem controls. In addition, there was not correlation
between NFKB1 expression and IL-8, IL-6, or MMP3 gene expression

NFBK1 was upregulated in active RA compared as inactive RA and
. the use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs also affect the
Leukocytes from peripheral blood expression

Aspirin reduces p-P50 (phosphorylated NFkB1 isoform) levels in RA-

. . . FLSs, however, remained unchanged levels of other NFkB1 isoforms

RA- flbroblast-l:i(fssg/)nowocytes (RA- (P50, p-P105 and P105). In addition, aspirin promoted apoptosis and
inhibit the proliferation of RA-FLS.

NFBK1 was upregulated in RA synovial tissue as compared to healthy

RA synovial tissue controls

MiR-194-5p downregulation enhanced the chondrogenic
. . differentiation in
hun;?rr;:rd'%?]Soeng?getgSsgafrgsiigzr(tmﬁﬁSS) human adipose derived stem cells (hASCs). In addition, miR-194-5p
P y (8)/ A) was overexpressed in IL-1B induced — primary chondrocytes of
osteoarthritis patients.

MiR-194-5p promotes a downregulation of TRAF6 gene and TNF-a
THP-1 cell line production in THP-1 cells stimulated by saturated fatty acid palmitic
acid (PA)

. MiR-194-5p was overexpressed in postmenopausal women with
whole blood of women with . . .
. osteoporosis as compared to postmenopausal women with osteopenia
postmenopausal osteoporosis : . )
or postmenopausal women with normal bone mineral density



(Fernandez-Ruiz et al.
2018)

(Kong et al. 2018)

(Shen et al. 2019)

(De la Rosa et al. 2020)

(Nakamachi et al. 2009)

MiR-124-
3p (Ma et al. 2014)

(Qiu et al. 2015)

Whole blood of RA patients

mice nucleus pulposus cells

Whole blood of intervertebral disc
degeneration (IDD) patients

Neutrophils of RA patients

RA synoviocytes

peripheral leukocytes of patients with
pulmonary tuberculosis
murine macrophage RAW264.7 cell line

Mice microglial cells (BV2 cells)
HEK293T cell line
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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.

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-a, IL-1p and IL-6), In
addition, miR-194-5p overexpression reduced TRAF6 gene expression.

miR-194-5p was downregulated in patients with intervertebral disc
degeneration as compared to healthy controls

miR-194-5p was downregulated in neutrophils from peripheral blood
of RA patients as compared to healthy controls

MiR-124a-3p was downregulated in RA synoviocytes as compared to
osteoarthritis synoviocytes and inhibited the proliferation of RA
synoviocytes

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-a levels.

MiR-124-3p overexpression promotes a decreased in TNF-a, IL-1p
and IL-6 levels in BV2 cells. In addition, miR-124a-3p promotes a
downregulation of TRAF6 gene and protein in HEK293T cells.



(Nakamachi et al. 2016)

(Goldbergova et al.
2018)

(Lietal.)

(Liang et al. 2019)

(Wei et al. 2019)

(Bazzoni et al. 2009)
MiR-9-5p

(Guo et al. 2009)

adjuvant-induced arthritis (AlIA) mice

Serum of RA patients

RA synovial fibroblasts

human cardiac myocytes cell line

SW480 cell line

human monocytes and neutrophils

Ovarian cancer cells
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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.

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.

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-1p.

Overexpression of miR-124-3p promotes downregulation of TRAF6
gene and upregulation of TNF-a, IL-6, and IL-1 production in human
cardiac myocyte (HCM) cell line.

Overexpression of miR-124-3p promotes downregulation of TRAF6
gene in SW480 cells.

MiR-9-5p was overexpressed in human monocytes and neutrophils
stimulated by LPS and induced the TNF-a and IL-1 production. In
addition, the NFKB1 active by TLR4 enhanced miR-9-5p levels.
MiR-9-5p promoted a downregulation of MRNA and protein levels of
NFKBL1 in ovarian cancer cells.



(Chen et al. 2009)

(Wang et al. 2015b)

(Magner et al. 2016)

(Gu et al. 2016)

(Oka 2017)

(Wang et al. 2017)

Yueetal (Yueetal.
2019)

Human primary peripheral blood
monocytes

Plasma of RA patients

Whole blood of multiple sclerosis patients

human primary chondrocytes of
osteoarthritis (OA)

Plasma of RA patients

THP-1 derived macrophage cells
Human primary peripheral blood
monocytes

Mice microglial cells (BV2 cells)
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miR-9-5p was overexpressed in Human primary peripheral blood
monocytes stimulated by oxidized low-density lipoprotein (oxLDL)

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-a, IFN-y, IL-17A, IL-4 and CXCL9 levels.

MiR-9-5p was overexpressed in relapsing remitting multiple sclerosis
(RRMS) patients as compared to healthy controls

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

MiR-9-5p levels is not associated to RA associated - interstitial lung
disease (RA-ILD)

MiR-9-5p overexpression promotes a downregulation of IL-1p 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-1p and NLRP3 expression.

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-a and IL-6
production.



(Lietal. 2019) Serum of RA patients

Mice Bone marrow macrophages

(Ma etal. 2016) Mice OVX-induced osteoporosis

(Lietal. 2016) Ovarian cancer cells

M'F;:A'O_ (De la Rosa et al. 2020) Neutrophils of RA patients

serum, synovial tissues, and fibroblast-like
(Zhang et al. 2020Db) synoviocytes (FLSs) of RA patients
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miR-9-5p was downregulated in RA-induced peripheral neuropathy as
compared to RA patients without this condition

MiR-340-5p was downregulated during osteoclast differentiation

MiR-340-5p promoted a downregulation of mMRNA and protein levels
of NFKBL1 in ovarian cancer cells.

MiR-340-5p was downregulated in neutrophils from peripheral blood
of RA patients as compared to healthy controls

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; CDALI: 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 DISCUSSAO GERAL

O presente estudo foi dividido em quatro abordagens principais. Inicialmente
avaliamos o envolvimento dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1 no desenvolvimento
e patogénese da Artrite Reumatoide (AR) analisando a expressdo génica diferencial em
monaocitos CD14+. Avaliamos, in silico, miRNAs com possivel efeito regulatério sobre a
expressdo dos genes MYD88, IRAK3, TRAF6 e NFKB1. Em seguida, verificamos a
influéncia da expressdo dos miRNAs preditos (miR-194-5p, mir-124a-3p, miR-9-5p e miR-
340-5p) sobre a expressdo dos genes TRAF6 e NFKB1 e avaliamos a expressao diferencial
dos miRNAs em mondcitos CD14+ a fim de verificar seu envolvimento na AR. Por fim,
verificamos a correlacdo entre a expressao destes genes e miRNAs em mondcitos CD14+

com os niveis plasmaticos de citocinas como IL-6, IL-2, TNF-a ¢ IL-10.

Este é o primeiro estudo que avalia estes genes em uma analise comparativa entre
pacientes com AR e controles saudaveis. Nossos resultados indicaram uma diminui¢cdo dos
niveis de expressdo do gene IRAK3 em pacientes com AR quando comparados com controles
saudaveis. NOs hipotetizamos que a diminuicdo dos niveis de IRAK3 nos mondcitos de
pacientes com AR pode estar relacionada ao desenvolvimento da doenca, uma vez que 0
IRAK3 atua como um repressor de cascatas de sinalizacdo relacionadas a inflamagao
(FREIHAT et al., 2019). Até o momento, apenas Smiljanovic et al. (2018) avaliaram o
trascriptoma de monadcitos de pacientes com AR reportando uma expressdo diferencial
quando comparados com pacientes com osteoartrite. Além disso, o IRAK3 parece ter alguma
relacdo com a gravidade da doenga, uma vez que observamos uma diminuicao significativa
da expressdo deste gene em pacientes com alta atividade da doenca, quando comparados

com pacientes com baixa atividade da doenca.

Além disso, nds ndo observamos diferencas nas analises de expressao dos genes
MYD88, TRAF6 e NFKB1 em mondcitos de pacientes e controles. A relacdo entre o MYD88
e AR, contrariamente, foi evidenciada em estudos anteriores realizados em diferentes
modelos celulares ou com diferentes abordagens de analise, como a analise comparativa
entre AR e osteoartrite (GOMES DA SILVA et al., 2021; GUTIERREZ-CANAS et al.,
2006; SACRE et al., 2007). A relacdo entre o gene TRAF6 e a AR ainda é bastante
controversa, Zhu et al (2012) néo observaram relacéo entre a expressdo deste gene no tecido
sinovial e os pard@metros clinicos da doenca, contudo estudos mostraram uma super
expressdo do TRAF6 em fibroblastos similares a sinovidcitos (WANG, Wenhong et al.,

2015). Da mesma forma, a relagdo entre o NFKB1 e a AR foi avaliada por Sarmiento Salinas
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et al. (2018) que reportaram uma super expressao do gene em leucocitos de sangue periférico

de pacientes com AR ativa comparados a pacientes com AR inativa.

Similarmente, n6s ndo observamos diferencas significativas na expressdo dos
miRNAs em mondcitos relacionadas ao desenvolvimento e patogénese da AR.
Diferentemente, dados da literatura indicam uma diminui¢do nos niveis de miR-9-5p, miR-
124a-3p e miR-340-5p no plasma ou soro de pacientes com AR quando comparados com
controles (GOLDBERGOVA et al., 2018; WANG, Wenhong et al., 2015; ZHANG, Lian et
al., 2020), assim como em células especificas, como em neutréfilos (DE LA ROSA et al.,
2020). Além disso, 0 miR-194-5p foi super expresso no sangue total de pacientes com flare-
up (entram em atividade da doenca constantemente) quando comparados com pacientes com
remissdo sustentada (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2018). Esses estudos também néo
evidenciaram relacdo entre a expressdo desses miRNAs e os pardmetros clinicos da AR
(GOLDBERGOVA et al., 2018; WANG, Wenhong et al., 2015; ZHANG, Lian et al., 2020).
Ademais, nés verificamos um aumento na expressdo do miR-194-5p e miR-340-5p em
pacientes tratados com prednisona, indicando que este medicamento pode modular a
expressdo desses miRNAs. A relagéo entre 0 medicamento e esses miRNAs néo foi testada
anteriormente embora um estudo tenha analisado a expressdo do miR-194-5p no tratamento
com tofacitinib mas sem observar diferencas significativas (FERNANDEZ-RUIZ et al.,
2018).

Em relacdo a avaliacdo dos niveis de citocinas de perfil Thle Th2 (IL-6, IL-2, TNF-
alfa e IL-10) no plasma dos individuos a fim de verificar o status inflamatdrio e a relagdo
com 0s genes e miRNAs analisados, nds observamos uma correlacdo moderada entre a
expressao do miR-124a-3p e os niveis de IL-6 e uma correlagdo boderline do gene TRAF6 e
IL-10. Nao houve correlagdo significativa entre os outros genes e miRNAs analisados e as
citocinas mensuradas. A expressdo do miR-124a-3p nédo foi associada com 0 aumento nos
niveis de IL-6, IL-1B e TNF-a em linhagem celular de cardiomiocitos (LIANG et al., 2019)
enquanto foi associado a uma diminuicdo na expressdo dessas mesmas citocinas em
linhagem celular de macrofagos 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 especifico.

No que se refere a analise de miRNAs, ferramentas de predicdo indicaram a
influéncia do miR-155-3p sobre a expressdo dos genes MYD88 e IRAK3, no entanto os

experimentos realizados mostraram niveis indetectaveis deste miRNA nos mondcitos de
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ambos 0s grupos analisados: pacientes com AR e controles saudaveis. Sendo assim, as
analises de miRNA restringiram-se aos genes TRAF6 e NFKB1. As analises in silico
mostraram que 0 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 fungéo regulatéria do gene TRAF6.

Além disso, a expressao dos genes TRAF6 e NFKBL1 foi fortemente correlacionada
em monaocitos e, por isso, decidimos averiguar a correlacdo com todos os miRNAs preditos.
Verificamos uma correlacéo forte e positiva entre a expressdo do gene TRAF6 e miR-194-
5p e miR-9-5p, bem como a correlagéo forte e positiva entre a expressao do gene NFKB1 e
miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p. Diferente dos nossos resultados, estudos mostraram
uma supressao do TRAF6 mediada pelo miR-194-5p em células de nucleo pulposo de ratos
(KONG et al., 2018) e linhagem celular de THP-1 (TIAN et al., 2015). Em relacdo 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
monaocitos humanos. Por outro lado, Gu et al. (2016) verificaram uma supressdo do NFKB1
mediada pelo miR-9-5p em condrocitos humanos de pacientes com osteoartrite. De forma
similar, 0 miR-340-5p induziu uma supressdo do NFKB1 em células de cancer de ovario
(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 regulacéo ocorra de diferentes maneiras em diferentes tipos celulares.

Em suma, a expressdo destes genes parece ter um efeito no desenvolvimento da AR
quando avaliadas em alguns tipos celulares especificos. N6s ndo observamos um papel
significativo da expressdo destes genes em monocitos CD14+ e a AR, no entanto mais
estudos devem ser feitos para elucidar a funcdo destes genes no desenvolvimento e gravidade
da AR.
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6 CONCLUSOES

A expressdo do gene IRAK3 foi diminuida em mondcitos de pacientes com Artrite
Reumatoide quando comparados a controles saudaveis e em pacientes com alta atividade da
doenga quando comparados com pacientes com baixa atividade, indicando um papel deste
gene no desenvolvimento e gravidade da doenca. N&o houve diferencas de expressdo dos
genes MYD88, TRAF6 e NFKB1 em mondcitos de pacientes com Artrite Reumatoide e

controles saudaveis.

Nos identificamos os miR-194-5p e miR-124a-3p com possivel funcéo regulatoria no gene
TRAF6, enquanto o miR-9-5p e miR-340-5p foi predito como potencialmente regulatorio do
gene NFKB1. O miR-155-3p foi um potencial miRNA regulatorio para os genes MYD88 e
IRAK3, no entanto os experimentos realizados mostraram niveis indetectaveis deste miRNA

nos monacitos de pacientes com AR e controles saudaveis.

A expressdo do miR-194-5p e miR-9-5p foi aumentada em pacientes tratados com
prednisona quando comparados a pacientes nao tratados, indicando que essa medicacdo pode
modular os niveis destes miRNAs. No entanto, ndo houve diferengas de expressdo dos
mMiRNAs miR-194-5p, miR-124a-3p, miR-9-5p e miR-340-5p em mondcitos de pacientes

com Artrite Reumatoide e controles saudaveis ou outros parametros clinicos da doenca.

Foi possivel observar também uma super expressdo dos genes TRAF6 e NFKB1
concomitante & super expressdao dos miRNAs miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p em
monacitos. A forte correlagdo observada indica que estes miRNAs atuam como reguladores
destes genes e levanta a hipOtese que a atuacdo destes possa provocar um bloqueio
traducional que favorece um aumento no nimero de cépias de mRNAs na célula, embora

estudos celulares e funcionais sejam necessarios para confirmar esta hipotese.

Os niveis das citocinas 1L-6, IL2, TNF-a e IL-10 no plasma dos individuos ndo foram
correlacionados com a expressdo dos genes IRAK3, MYD88, TRAF6, NFKB1 e miRNAs
(miR-194-5p, miR-9-5p e miR-340-5p) em mondcitos, embora uma correlacdo positiva
moderada entre 0s niveis de IL-6 e miR-124a-3p tenha sido observada. Os niveis de IL-4 e

IFN-y ficaram abaixo do limite de detec¢do nas amostras analisadas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kewords: Rheumatold arthritis (RA) b a well-known chronk inflammatory disorder. Two molecular players act in the
Myekid differentiation protein 88 inflammation balance of the disease: MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) is related to TLR
Interleukin-1 receptor associated kinase 3 (Toll-like receptors) response and promotes the formation of myddosome complex resulting in increased
2::2‘::“! i inflammat lon; IRAK3 (Intereukin-1 receptor assoclated kinase 3) acts suppressing the myddosome complex thus

Monocytes decreasing infl ion, In this rio, MYD88 and IRAK3 gene expression profile in RA patients and its
correlation with clinical features is still partially known. So, we evaluated the MYD88 and IRAK3 gene expres-
sions in CD14 4 monocytes from RA patients and healthy controls and its relation with patients’ clinical features
and cytokine plasma levels. CD14 + monocytes were isolated using positive selection by magnetic cell separa-
tion. The MYD8S and IRAK3 gene expressions were d through real time relative quantitative PCR with
specific primers; relative quantification was nomalized to ACTB, GAPDH, 185 and RPLPO reference genes.
Cytokine levels were analyzed by CBA (cytokine beads assays). CD14 + monocytes from RA patients showed
lower IRAK3 expression level pared to controls although with a borderline statistical significance (Fokd
change (FO) = -1.63; p= 0.054). Furthermore, RA patients with high disease activity had lower levels of IRAK3
when compared to patients with low/moderate activity measured by the CDAl Index (FC =-1.78; p =0.030). No
significant differences were observed for MYDS8 gene expression (FC = 1.20; p = 0.294) between patients and
controls analyzed. Additionally, we did not we did not observe correlation between IRAK3 and MYDSS gene
expression and TNF-a, [1-6, 1L-2 and IL-10 levels. We suggested that IRAK3 gene expression in CD14 4+ mono-
cytes appears to be relevant to the RA etlology and clinical activity, whereas, in this study, MYD88 does not play
arole in RA onset and development,

1. Introduction immune systems are both considered as a trigger for RA, although re-
mains undetermined how and which different immune cells are involved
Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune and complex disease in the disease, According to the literature, the monocytes can playa role

thataffects about 1% of the population worldwide and it is characterized in RA pathogenesis since, interplaying with other cells, a range of
by an inflammatory process that can lead to bone erosion and an irre- molecules is produced resulting in RA inflammatory process (Rana et al,
versible joint damage (Smolen et al, 2018), Innate and adaptive 2018). In additon, monocytes are the main precursors of osteoclasts in
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RA (Xue et al, 2020), However, the mechanism through which monao-
cytes deregulation oceurs in the disease are still elusive,

Myd88 (Myeloid differentiation primary response 88) is an adaptor
maolecule related to TLR (Toll-like receplors) response and promotes a
higher production of some cytokines such as 11-1}, TNF-a, 1L-6, conse-
quently boosting inflammation (Huang and Pope, 2010), The TLRs
activation induces the formation of a myddasome complex composed by
MyD8E and [RAKs (Interleukin-1 receptor associated kinase) proteins,
mainly IRAK4, IRAKY and IRAKZ (Freihat et al., 2009 Lin et al., 20000,
The myddosome complex induces a downstream cascade with activation
of signaling molecules such as TRAFS (Tumaor necrosis factor receptor
(THFR)-associated factor 6) and activation of WFxB (nuclear factor
kappa B) pathway thus modulating inflammation (Freihat et al., 2019;
Kobayashi et al., 2002; Lin et al., 20107, Myd88 deregulation has been
related o BRA and differential expression had been observed In synovial
membrane cells of BA patients (Sacre et al, 2007; Tamaki et al,, 2011).
In addition, our research group reported the association of a genetic
variant of MYD8E (re6853) in RA Brazilians patients (odds ratio (OR) =
2.8% p= 0.0152) and its impact on MYDE8 gene expression and IL-1p
levels, in genotype-guided monocyte cell culture from healthy in-
dividuals (Gomes da Silva et al., 2021),

MNevertheless, there is another member of the [RAK family called
IRAKS or IRAK-M, mainly produced by monocytes and macrophages,
which isnot participating in the myddesome complex (Kobayashi et al,,
2002), In fact, the IRAK3 has an inhibitory effect on the myddosome
downstream cascade since it promotes a loss of interaction between
[RAKs of myddosome complex and TRAF6 resulting in a decrease of
inflammation (Freihat et al., 2019; Kohayashi et al,, 2002), Some few
studies related IRAKS o BA, Cho et al, (Cho et al,, 20077 reparted a
differential expression of IRAK3 in RA fibroblast like synoviocytes (FLS)
when stimulated with a bacterial peptidoglycan and Smiljanovic et al,,
[2018) in RA patients monocytes when compared to osteoarthritis. In
addition, a genetle varian (rs11541076) in the [RAKI gene has been
associated to positive anti-TNF treatment response in Danish BA pati ents
{Sode et al., 2018),

Both molecules, Myd88 and IRAK3, are key modulators of inflam-
matory responses and their dysregulation can be related to RA chronic
inflammation However, it remains undetermingd the levels ex pression
of these genes in CD14 + monocytes from RA patients as well as the
relations with pathogenesis and dinical severity of disease. In our study,
wie assessed MYDSS and IRAKS gene expression in CD14 + monocytes
from BA patients to disclose the possible correlation with the etology,
pathogenesis and treatment of the disease. Besides that, we evaluated if
MY D88 and IRAKS gene expression was associated with cytokine plasma
levels in RA patients.

2, Material and methods
2.1. Patients and contmols

RA patients were enrolled at the “Policlinica Doutor Jamacy de
Medeiros™, Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, Brazil and at the
“Hospital das Clinicas™, Federal University of Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil, RA patients fulfilled the commaonly used eriteria for
R classification (Aletaha et al., 20000 and enrollment criteria included
twenty BA women older than 18 years and naive for treatment or treated
with disease-modifying anticheumatic drugs (DMARDs), synthetic
(methotrexate, leflunomide, sulfasalazine or hydroxychlorogquine) and
glucocarticoid, Bone erosion was identified in radiographs of the hands
and feet based on the presence of at least 1 joint with a Larsen score > 2
(Larsen et al., 1977); RA disease activity was classified according to
DASZB (Frevoo etal., 1995), CDAI(Aletaha and Smalen, 2005) and HAQ
(Uhlig et al,, 20067 indices,

The control group eonsisted of 18 healthy women without autoim-
mune, inflammatory or infectious diseases, matched for age, BMI (Body
Mass Index) and geographic region with the RA patients'. The absence of
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inflammation was evaluated by Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR)
< 30 mmyh,

We received ethical approval from the Ethics Committee of the
Health Sclences Center of the Federal University of Pernambuco (CAAE
10035418.4.0000.5208) and all subjects provided a sign informing
consent and medical records,

2.2 (D14 + Monocyies isolation and cyiokine levels

Peripheral blood samples (8 mL) of RA patients and healthy controls
were collected using sodium heparin tubes and ransported at 2-8°C o
laboratory. In a time-lapse up to two hours, the PBMC (Human periph-
eral blood mononuclear cell) isolation from whaole blood has heen per-
formed followlng the standard density gradiemt centeifugation with
Fieoll-Paque Plus (GE Healthcare, USA) according to the manuface
ture’ s instructions,

Then, CD4 + monocytes were isolated by magnetic cell separation
by a positive selection kit using Dynabeads CD14 kit (Invitrogen, USA).
Aminimal of 95% of purity of CD 14 + monocytes was confirmed by flow
cytometry using Accuri Of Flow Cytometer (BD Biosciences, USA) and
stained for 30 min at 4 °C with anti-CD14-FITC (BD Biosciences, USA)
and anti-CD3-PE-Cy 5.5 (BD Bicsciences, USA). Maoreover, twenty-five
samples of plasma provided by sixteen BA patients and nine healthy
controls were collected after PBMC isolation and stored at —80 °C, The
detection of TNFs, IL=6, [L-2, [L-4, [FN=y, and [L-10 has been performed
using BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit
Il following the manufacturer's instructions and assessed by Accurl C6
Flow Cytometer (BD Biosciences, USA).

2.3 Gene expresion analysk

BNA was extracted with the TRIzol® reagent (Invitrogen, USA) and
cDRA transcribed by using a GoScript Reverse Transcription System
(Pramega, USA), according to manufacturers' instructions, IRAK3 gene
sequences were obtained from GenBank (wwwnebinlmnih.gov/gen
bank/) and specific primers were designed by NCBI/Primer-BLAST
(www. neblnlmanih.govAtoals/primer-blast/); primers sequences are as
follows: Forward: 5- TTGGTCCTGGGCACAGAA AA —3' and Reverse: 5
TAGCTCGACGATGTCCCATCT - 3. The PCR amplification eficiency
wiis 99, 177% when evaluated experimentally by standard curve analysis
with cDMA serial dilution and their specificity was confirmed by melting
curve anal ysis, Specific primers for MYDEE gene analysis were described
by Games-Silva (Gomes da Silvaet al., 2021), The quantitative real-time
PCR (gRT-PCR) was performed using 1X SYBR Green PCR Master Mix
(Therma Fisher Scientific, USA) and 10 pM of specific primers for
MYDES and [RAKZ. Helative quantification of gene expression was
normalized to ACTH, GAPDH, 185 and RPLPO reference genes. Reactions
were performed on ABL Prism 7500 Sequence Detection System{Therma
Fisher Scientific, USA). All relative quantification of gene expression
followed MIQE guidelines (Bustin et al., 2009) and were calculated
using normalized data (Vandesompele etal, 2002),

2.4, Sratistical analyses

We assessed the normality of quantitative data using Shapiro-Wilk
and verified the non-normal distribution in the analyzed data. The dif-
ference between the groups was assessed using the Man-Whitney or
Kruskall-¥allis vest, while the strength af the relat onship between two
quantitative data was evaluated by Spearman correlation test. Data are
presented by mean £ standard deviation and a value of p < 0,05 was
considered as statistically significant. All data were analyzed on the
statistical software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Sofiware Inc., San
Diega, CA).
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3. Results
3.1. Patienis

Average age of the 20 RA patients was 53,20 = 7.96 (33 to 66) years
and the disease duration of 79,08 £ 81,99 (1 1o 240) months, Aboul 65%
of patients showed a high activity of the disease measured by DAS28 and
CDAT indices, while 45% showed moderate or severe disability
measured by HAQ. Moreover, eight patients provided their radiographs
of the hands and feet, and the presence of bone erosion was observed in
three of them (Larsen score > 2), According o the treatment, 85% used
synthetic DMARDs (methotrexate, leflunomide, sulfasalazine or
hydroxychloroquine) and 55% used gluwcocortioold (prednisone)
(Table 1) Average age of the 18 healthy controls was 53.83 £+ 4.54 (44
Lo 597 years,

3.2, MYDBE and IRAK? gene expression in RA patients and controls

We assessed MYTA and IRAKS gene expression In BA patients and
contrals (Fig. 1), The M¥DE8 gene expression was slightly higher in
patlents compared to contrals although we did not find statistical dif-
ferences (FC (Fold change) = 1.20; p = 0.294). On the other hand, the
IRAK3 gene expression was lower in patients as compared to conirols
although the statistical significance was borderline (FC = -1.63p =
0.054),

3.3. MYDBE and IRAKI gene expression in RA patient's clinical features
and treatment

BA patients were stratified in low/moderate and high activity dis-
ease, according to the disease activity indices measured by CDAT and
DASZE-ESR (Table 2], We observed a downregulation of IRAKS gene
expression in BA patients with high activity when compared to low/
moderate activity measured by CDAL index (FC = -1.78 p = 0.030)
although no significant difference was observed in DAS28-ESR index (p
= (L311). In additlon, no significant differences In MYDSS gene
expression were observed in RA patients stratified according to the
disease activity indices (CDAT: p = 0.483; DAS28-ESR: p = 0.639) or RA
functional disability measure by the HAQ for MYDSES (p = 0L067) or

Table 1

Clinical, labomterial and demographics characterstics of the rheumatoid

arthritis patients.
Variakble

RA patients (N = 20)

53,20 & 7,96 (33 w0 b6)
TH08 & 81,589 (1 0 240)
1.0 o 208 (i) ta 7.9)
29,40 £ 11,19 (11 ta 50)
1105 o 926 {0 to 28)
4465+ 473 (01 11)

Ages mean + S0 (range) years

IMsease duration, mean + S0 {range) manihs
CRI, meams + 51 {ramged masl.

ESH; mean + S0 (ranged mmyh

TIC; mean + S0 (range)

SIC; mean + S0 (ramge)

Theumatoid etor posivive™ o (%) 7{53.85)
DASZE i (%)

Low/moderaie sctivity (DAS28 < 5.1) 7 {3500
High sctivity (DAS2E = 5.1) 13 {65.00)
COAL %)

Low/maderse sctivity (COAL < 22) 7 (35.00)
High activity (DAS28 > 22) 13 {65000
HAQ i (%)

Milkd disability (HAQ < 1) 11 {55.00)
Mader ate/Sevene dissbility (HAQ = 1) 9 {4500
Ersions present”, n (%) 34{37.5)
Treatment with synthetic DMARDs, (%) 17 {85.00)
Trestment with glucocoricoids, n (%) 11 {55.00)

CRP: C-reactive proteing ESR: Envthroc yte sedimentation mte; T.MC: Tender joint
count; 5.0 Swollen jodnt count; DAS2E: BA disease actlvity score; CDAL: Clindcal
Disease Activity Indexs HAGQ: Health Assessment Questionmaire amd DMARDs:
Disease-mod ifying antitheumatic drugs.

* . Data avallsble for 13 patlents; ® Data availlable for & patients.
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IRAKS (p=0.150) genes, Both genes were not associated to the presence
of erosion (MYDES p = 0.393; IRAKI p = 0.393) (Table 2],

Mo significant correlation was found befween genes' expression and
bochemical markers (ESR and CRP), RA disease duration and tender or
swollen joint count (TJC and SIC) (Table 3).

In additon, we assessed the lmpact of reatment upon MYDSS and
IRAKZ gene expression. We compared three RA patients' groups: 1 -
Naive: patients without any treatment; 2 - Monotherapy: patients in
treatment with only one synthetic DMARDs (methotrexate, leflunomide
or hydroxychloroquine); 3 = Therapy combined: patients in treatment
with a minimum of two synthetic DMARDs (methotrexate plus
hydroxychlorogquine or methotrexate plus sulfasalazine), Data expres-
slon did not differ among theee treatment groups; howeyer, we observed
alower expression of IRAK3 gene in untreated RA patients (Naive) when
compared to treated RA patents (p = 0,129) (Fig. 2a). On the other
hand, MYDES gene expression was similar among three groups (p =
0,951,

Moreover, due to the influence of glucocorticoids on inflammatory
maolecules we decided to assess the effect of therapy with prednisone on
MYDEE and [RAK S gene expression. We siratified patients according to
prednisone use {users and non-users of prednisone), There were no
slgnificant differences amaong stratified groups, although a lower
expression of IRAKS in prednisone users as compared to non-users was
abserved (Fig. 2b).

3.4 MYDS8S and IRAKI gene expression and cytokine plasma levels

We assessed the correlation of MYDES and IRAK 3 gene expression in
CINI4 + monocytes with cytokine plasma levels in RA patients, IL-6, I1.-2
and IL-10 were detected in 100% of the samples, while THNF-a was
detected in 88.00% of samples. We did not observe significant correla-
tan between MYDES and IRAKS gene expression and TNE<x, [L-10, IL-6
orll-2 plasma levels, The [L-4 and IFN-y were under the detection limit
In all samples, Correlation data was avallable in Table 3,

4, Discussion

In this study we evaluated the involvement of MYDES and IBAKS
genes in the RA pathogenesis analyzing the differential gene expression
in CD14 + monocytes between RA patients and healthy individual s, also
looking for association with clinical features and the plasma cytokine
levels,

Ina previous study, Sacre et al, (2007) observed that My DS protein
was related to IL-6, 1L-8 and TWF-« and matrix metalloproteinases pro-
duction in synovial membrane cultures from BA patients tssve and can
be relevant to joint destructive process occurring in BA. In addition,
Jocsten et al, (2003 observed a decrease in proinfammatory cytokines
and chemokines of mice deficient for MyD88 and they did not develop
streptococcal cell wall (SCW)-induced arthritis,

Previous studies that evaluated the relation between MYDES
expression and RA were performed in cellular models (Gomes da Silva
etal, 2021; Guiiérrez-Canas et al.,, 2006; Sacre et al., 20077, This is the
firststudy that implemented the comparative analyzes between CDN4 +
maonocy tes BA patlents and controls, Our results did not show significant
differences in MYDE8 gene expression when comparing RA patients and
healthy controls. Similarly, a tramscriptome study conducted In samples
from peripheral blood and bone marrow monocytes did not observe
differences of MYD8A gene expression between RA and ostecarthritis
(0A) patients (Smiljanovic et al, 2018), Moreover, we did not find
difference in MYDE8 gene expression in synovial membrane cells of RA
patients as compared to OA patents (Tamaki et al,, 2011), although a
upregulation was reported in fibroblast-like synoviocytes (FLS) of RA
patients (Gutérres-Canas et al,, 2006), Although MYDES isan important
gene for inflammatory processes, its expression in monocytes lead us to
hypothesize that it is not playing a role in RA development.

On the other hand, we detected a 1.63-fold decrease levels of the
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Fig. 1. Relative expression levels (fold change) of MYD88 and IRAK3 in CD14 + monocytes from RA patients and healthy controk. Statistical difference was tested

d as mean (;

with the non-parametric Mann-Whitney test. Data are p

1line) and dard deviation (top and bottom of the line).

Table 2

Comparison of diseases activities indexes (CDAI, DAS28.CRP and HAQ) and
ion of rheu id arthritis pati and MYDS8 and IRAK3 gene expression

in CD14 + monocytes.

Table 3
Correlation between MYDES and IRAKF gene expression in CD14 + monocytes
from RA patients and RA clinical features and cytokine plasma levels.

Var isbles MYDSS gene IRAK3 gene
Disease activities indexes and biochemical £(95% CI) 2 1(95%CI) 2
markers; mean (SD) : S : FES
::)‘;” mictlyitien Indees e mfsm » :IRI:!?(SD) P Discase 210 (-0270 ta 0374 0255(-0225t0 0277
b d 0.606) .636)
CDAI ESR 0.064 (~0.402 10 0789 0002 (-0.453 to 0.995
Low/moderate activity (N =7) 131+ 0483 193+ 0.030 @.503) 455)
a6 035 CRP —0.077 (-0595%0 0788  —0.X6(-0777% 0282
High activity (N = 13) 113 4 1.09 + a.487) 0.285)
a.45 080 TIC —0.040 (-04840 0870 0107 (05350 0654
a.422) 0.365)
DAS20.E5R sIc 214 (—0.278 ta 037  —0036(-0493% 0885
Low/moderate activity (N = 7) 130 4 0639 1734 0311 a618) Q457
a8y 099 TNF-alevel  —0.047(-0542%  08%  —0.298(-0700% 0257
High activity (N = 13) 1134 020+ et aze
ou 082 L-10Jevels  0.168 (0372 10 0534  -0.106(-0582%0 0697
HAQ a.623) 0.425)
Mikl disability (N = 11) 136+ 0067 167+ 0.150 1.6 levels 0.132 (-0.403 10 0625 Q179 (-0361 10 0505
as3 0.95 0.600) 0630)
Moderate/Severe dissbility (N= Q.99+ 1.03 4 -2 levels 0.074 (~0.451 to 078 0107 (-0.424 10 0691
9 034 074 0.561) Q583)
Brasion r: Correlations was tested using Spearman's correlation test.; C: Confidence
Presence (N « 3) LS6 4+ 0393 150+ 0393 interval; DAS28: Disease Activity Score 28-joint; CDAL: Clinical Disease Activity
33 082 Index; HAQ: Health A Questi ire; ESR: erythrocyte sedimen tation
Alwence (N = 5) :: B 39: * rate; CRP: C-reactive protein; TJC: Tender joint count; SJC Swollen joint count.
A

CDAL: Clinical Disease Activity Index (Low/moderate: CDAI < 22 and High:
CDAI < 22); DAS28: RA disease activity score 28 (Low/moderate: DAS28 < 5.1;
High: DAS28 > 5.1); HAQ: Health Assessment Questionnaire (Miki: HAQ < 1;
Moderate/Severe: HAQ > 1); ESR: Erythrocyte sedimentation rate; P* - P value
from Mann-Whitney test; SD: Standard deviation.

IRAK3 gene in RA patients compared with controls, although with
borderline statistical significance (p = 0.054). Our data provide insights
about the hypothesis that the decreased levels of IRAK3 gene in mono-
cytes from RA patients can be related to disease development, since

IRAK3 acts to negatively modulate infl ing some
inflammation-related signaling cascades (Freihat et al, 2019). To our
knowledge, only a study by Smiljanovic et al. (2018) assessed the
transcriptome of monocytes from RA patients and reported a differential
expression of IRAK3 gene between RA patients and OA, although the
comparison between patients and healthy controls was not performed
(EC = 1.40p < 0.001).

Additionally, we evaluated the association between MYDS88 and
IRAK3 gene expression and RA features as well as type of treatment. The
IRAK3 gene expression was —1.78 fold downregulated in RA patients

tion repr
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Fig. 2. Relative expression levels (fokl change) of MYDES and TRAKS in €014+ monocytes from RA patients, a — RA patiemts naive for treatment (untreated ), RA
patients in monotherapy with synthetic DMARDs {methotrexate, leflunomide or hyd rosychlorogquine ) and A patients in combined therapy with synthetic DMARDs
{methotrexate plus hydmoxychloroguine or methotrexate plus sulfasalaine). Statstieal difference was tested with the non-parametre Kroskall-wallls test. b = A
patients in therapy with prednisone and without prednisone. Statistical difference was tested with the nonepammetric Mann-Whitney test. Data are presented as

mean {eentral line) and standard deviation (top and bottom of the linel.

with high activity as compared to low or moderate activity using CTMAT
index {p = 0.030), confirming that IRAKS repression can also contribute
to RA severity. We did not observe differences in IRAKS3 expression
among different treatment strategles of BA,

Mareover, we measured selected cytokines of the Thl and Th2
hallmark profiles since these cytokines reflect the general systemile in-
flammatory status; some studies already showed the correlation be-
tween MYDES and [RAKS and the studied eytokines (Sacre e al,, 2007
Huang and Pope 2010; Freihat et al., 20019), However, we did not find
correlation between MYDSS and IRAKS gene expression and TNF-, IL-
6, IL-2 and IL-10 plasma levels. In contrast, crosstalk between MYDES
and cytokines levels has been demonstrated in vitro in BA synovial
membrane cultures (Sacre e al,, 20000, In addition, a previous study
published by our group observed the association of a genetic variant in
MYDA8 gene (rs6853) and [L-1p levels In healthy contrals genotype-
guided monocyte cell culture (Gomes da Silva et al, 2021)% On the
other hand, IRAKS has an opposite role in inflammation and has been
related to lower cytokines levels in macrophages upon PAMP stimuli
{Kobayashi et al,, 2002), Thug, the MYDE8 and IRAKI gene ex pression
can contribute to eytokines production in other cell types and in in vitre
studies, as previously reparted, but in CD'14 + monocytes from RA pa-
tlents amd healthy controls this relation was nol observed,

In conclusion, considering our results and the literature findings, we
suggest that the decrease in IRAKS gene expression, but not MYDES, in
CD14 + monocytes of BA patients seem to be relevant for development
and RA disease activity, Motably, we are aware that our study suffers
some limitations: we did not evaluate other important cytokines,
including IL-1p, s0 further analyses in another patients’ set, including
larger wvariety of cytokines, need to be performed. In addition, we
assessed the gene expression levels of MYTRSE and IRAKZ in monocytes,
however, studies including functional approaches also are needed 1o
clarify the relation between the expression of these genes and RA. We
alzo assessed the relaton between type of therapy and MYDSS and
TRAKZ gene expression since the type of therapy may restrict our ability
to recognlze the eventual assodaton between gene expression and
clinical characteristics. We did not find MYD88 and IRAK3 gene
ex pression differences within different therapy strategies. Finally, due o
the small number of BA patients analyzed studies with larger groups
waould be able to double-check and possibly confirm our hypotheses,
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Abstract

Systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA) are influenced by
genetic variants in immune system HLA genes. The Class || Major Histocompatibility
Complex Transactivator (CITA) is an important co-activator of the HLA transcrip-
tional complex; the single nudeotide variant (SMV) rs3087456 localized in the gene
promater region -168 AMG) has been reported as able to modify its wanscription
lewvel. Inour study, we assessed CIITA rs3087456 SNV in 1,044 Brazilians from two
Brazilizn regions (Mortheast and South) to verify the association with susceptibility
and dlinical manifestations of [SLE) and (RA) using TagMan SNP Genotyping Assays
System. We obssrved 3 protection for 3 recessive model (GG £ AATAG) for RA sus-
ceptibility and increased risk for erosion development in AG genotype patients. No
significant association was observed for SLE suscepfibility; however, we abserved
significant increased risk for Class IV and W nephritis development in G allele and GG
genotype patients. In conclusion, we showed the contrbution of CITA s3087454 to
SLE or RA clinical features and RA susceptibility in the studisd populations.

KEYWORDS
humsan leukoCyte aptigen (HLA), MHCITA, rheumatosd arthritis. single nucdectide variation,
syssemic hepus erythematotus
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Abstract— Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmme and inflammatory discase with
strong genetic influence, especially upon immune response components. Several cytokines from
thetoll-like receptors activation pathway display recognized role for RA establishment. However,
few studies have verified the role ofkey mediators such as MYDSS gene and its genetic vanants,
In the present study, we aim to evaluate the 6853 finctional sing le-nucleotide vanation (SNV)
role in RA etiopathogenesis, clinical severity status, and its impact in M Y088 mBENA levels and
IL-I§ protein levels. For the association study, a total of 423 RA patients and 346 health
individuals, enmlled as control, from Mortheast and Southeast Brazil were genotyped using
specific Tagman probe. For the gene expression assays, we performed a MYDSS rsGR33
genotype-guided monocyte cell culture divided into non-stimulated and lypopolysacchandes
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OBJECTIVE: This study aimed to assess miRNA-195 expression in the tumor tissues from a cohort of Brazilian
female breast cancer patients undergoing neocadjuvant chemotherapy (NAC) and evaluate its correlation with
various clinicopathological markers.

METHODS: Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to evaluate the
miRMA-195 expression in tumor tissues from a cohort of female breast cancer patients undergoing NAC. This
expression was then correlated with the occurrence of several distinct breast cancer molecular subtypes and
other clinicopathological variables.

RESULTS: A total of 55 patients were included in this study, 28 (50.9%) of whom were treated using MAC. Tumor
miRMA-195 expression was suppressed in breast cancer patients, regardless of their exposure to systemic
treatments, histological grade, size, nodal status, and tumor-node-metastasis (TNM) staging. This was more
pronounced in luminal and triple-negative patients, and patient's response to NAC was correlated with an
increase in miRNA-195 expression.

CONCLUSION: miRMNA-195 is downregulated in the tumor tissues of Brazilian breast cancer patients regardless
of NAC exposure; this reinforces its role as a tumor suppressor and a potential biomarker for chemotherapy

response.

KEYWORDS: miRNA-195; Breast Cancer; Biomarker; Tumor Tissue; Neoadjuvant Chematherapy.

B INTRODUCTION

Breast cancer is the most commaon Cancer among women,
and there are an estimated 21 million new cases of breast
cancer annually. Breast cancer is also the leading cause of
cancer-related deaths in over 100 countries (1), and despite
significant evolution in ow understanding of breast cancer
carcinogenesis and it molecular pathways, the development
of noninvasive diagnostic and prognostic biomarkers remains
an unmet need. In fact, mammography is still considered the
gold standard for the screening and early diagnosis of breast
cancer in asymplomatic patients (2).

MicroBENAs (miENAs) are small noncoding FNA mole
cules comprising between 19 and 23 nucleotides; they
regulate gene expression at the posttrarscriptional level (3).
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Accumulating evidence suggests that miENAs play a crucial
role in several phyvsiological and pathological processes
including metbolism, proliferation, differentiation, and
apoptosis. Their dyvsregulation has been associated with a
broad spectrum of diseases including Alzheimer’s dementia,
Parkinson's disease, diabetes, obesity, cardiovascular dis-
eases, autoimmune disorders, and cancer {4,5).

miRMNAs are differentially expressed in healthy and tumor
cells and may even exhibit tissue-specific signatures among
distinct tvpes of cancer. These small regulators can either
promote or suppress tumor development and progression
by influencing various oncogenic processes including tumor
initiation, promoton, malignant conversion, progression,
and metastasis (6). In addition, miENAs can be detected in
the intracellular environment and in several body fluids,
such as blood, urine, saliva, semen, and breast milk, This
makes them a promising source of stable, noninvasive
biomarkers for cancer diagnosis, prognosis, and treatment (7.8).

miEMNAs have been extensively investigated as promising
biomarkers for the diagnosis, prognosis, and treatment of
breast cancer and other neoplasms (%), Currently, only three
established biomarkers (ER, PR, and HER-2) are routinely
evaluated for all newly diagnosed breast cancer patients (10).
However, there s a high degree of heterogeneity in the
identity of the miRNAs associated with different cancers and
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Introduction: MicroRMNA-21 (miRMNA-21) has heen described as one of the most signifi-
cantly upregulated miRNAs in human breast cancer. However, limited knowledge exists on
miRMNA-21 expression in breast cancer tissue after neoadjuvant chemaotherapy (NAC).
Purpose: The aim of this study was 10 assess miRNA-21 expression i the tumor tissues of
Brazilian patients with breast cancer who underwent NAC and its correlation with clinico-
pathological vanables.

Patients and Methods: Utilizing qRT-PCR, miRNA-21 expression in tumor tissue was
measured in 4 cohort of female patients with breast cancer who underwent NAC, The
cormlation of miRNA-Z1 expression with breast cancer molecular subtypes and other
climcopathological varighles was also assessed.

Results: A total of 55 patients were ncluded in the study, and 28 (50 9% ) underwent NAC,
miRMNA-21 was upregulated in patients with breast cancer, regardless of previous exposure to
chematherapy, molecular subtypes, wmor-node-metastasis (THNM) staging and Ivinph node
status of the axilla, miRNA-21 expression did not differ between patients with breast cancer
who achieved a pathologic complete response after NAC and healthy controls,
Conclusion: miENA-Z1 was upregulated i the tumor tissue of Bmzilian patients with
breast cancer regardless of MAC treatment, which reinforces its role as an “oncomiR”™ and
a potential hiomarker,

Keywords: miRMNA-21, breast cancer, biomarker, tumor tissue, neoadjuvant chemotherapy

Introduction
With an annual estimate of 2.1 million new cases worldwide, breast cancer is the most
common neoplasia among women and is the leading cause of cancer-related death in over
100 countries,” Despite the significant progress in the comprehension of breast cancer
molecular biology, mammography is still considered the gold standard method for
sereening and early disgnosis in asvmplomatic patient 52 and the development of novel
biomarkers for breast cancer diagnosis and disease outcome prediction is urgent by needed,
MicroRMAs (miRMAs) are small noncoding RNA molecules with a length of
19-23 nucleotides that regulate gene expression at the posttranscriptional level?
Based on accumulated evidence, miRNAs play a crucial role in several physio-
logical and pathological processes. such as metabolism, proliferation. differentia-
tion and apoptosis, Their deregulation has been associated with a broad spectrum
of diseases, such as Parkinson’s disease, Alzheimer’s dementia, obesity, diabetes,
autoimmune disorders, cardiovascular diseases and cancer*”
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Abstract

Levodopa- induced dy skinesia (LID) is an adverse e flect that negatively impacts the quality of life of patients with Parkinson's
disease (PD). Smdies report that genetic variations in the genes of the pharmacogenetic pathway of the levodopa (L-DOPA)
might be associated with L1D development. The goal of the present study was to investigate apossible influence of fundtional
genetic variants in the DRD (rs4532), DRD2 (rs1800497), DATT (rs28363170), and COMT (rs4680) genes with LID devel-
opment. A total of 220 patients with idiopathic PD were enrolled. The genotyping for DRDJ (rs4532), DRD 2 (rs1800497),
DATT (rs28363170), and COMT (rs4680) polymorphisms were performed using Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP). Univariate and multivariate analyses were performed to assess the association of these polymorphisms and
risk factors with LID development Multivariate Cox regression analysis showed increased risk to LID development for both
Levodopa Dose Equivalency (LED) (Hazard matios (HR )= 1.001; 95% CI 1.00-1.01; p=0.009) and individuals carrying the
COMTL/L genotype (HR = 2.974; 95% CI 1.12-7.83; p=0.010). Furthermore, when performed a Cox megression analysis
adjusted for a total LED, we observed that the genotype COMT L/L had a 3.84-fold increased risk for LID development
(HR = 3.841; 95% CI11.29-11.37; p=0.012). Our results suggest that before meating LID in PD patients, it is mportant to take
into consideration genetic variant in the COMT gene, since COMT LL genotype may increase the risk for LID development.

Keywords Pharmacogenetics - Levodopa - Genetic variants - PCR-RFLP - Parkinson’s disease

Introduction

Parkinson's disease (PD) is multisystem mnd multifactorial
[1-3]. This disorder affects about 6.2 million individuals
worldwide currently [4] and is characterized by motor and
non-motor symptoms [1, 2, 5], The motor symptoms result
from an ongoing prominent degeneration of dopaminergic
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cells in the substantia nigra pars compacta (SNc), leading
to depletion of dopamine and loss of control over motor
functions [6,7].

The Levodopa (L-DOPA), a dopamine precursor, is the
principal pharmacological agent used in the reament of
PD symptoms to restore the dopamine level in the brain
[8-11]. Although L-DOPA improves parkinsonian symp-
toms patients treaked in long-term with dopaminergic medi-
cations may develop side-effects such as Levodopa-induced
dyskinesia (LID) [12-15].

The prevalence of LID deve lopment varies from 3 to 945
among PD patients [12, 15]. The main risk factors associated

@ Springer
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ABSTRACT

Rheurmatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease which can lead o progressive and functional dis-
ability. Literature data suggest that some inflammatory proteins are dysregulated in RA patients and
its genetic polymorphisms may contribute to the seticlogy and pathogenesis of disease in different
ethnic groups. Polymorphisms in JLTf, ILT8 NFKB! and IFNG genes were studied in different popula-
tions with RA, but the analysis indicated contradictory results, Thereby, we hypothesised that polymor-
phisms in these genes could have a combined effect on susceptibility w and severty of disease, We
evaluated the +3953CT ILIF (rs1143634), -137G/C IL18 (rs1B7238), -94 ins/del ATTG NFKEI
(rs28362491) and 874 T/A IFNG (rs2430561) polymorphisms in the notheastern Brazilan population.
Peripheral blood samples were collected and DNA extraction was conducted. The polymorphisms
were evaluated by RFLP and ARMS=PCR. An assodation was observed in rs1143634 which showed a
protective effect against development of RA in carfers of the T allele (OR =058 95% Cl 0.36-092
p=020). In addition, we found an association among genotypes of the rs1143634 with the HAQ index
{p=1021) and rs2430561 with DAS28 (p = 029) and CDAIl (p = .029. In relation to combined effects of
these SNPs (C/C to rs1143634, G/G to rs1B7238, Il to rs2B362491 and AA to rs24305561) we found a
significant assoclation with decreased functional disability (HAQ index p < .001) and ESR (p=.034),
indicating a lower disease activity in camiers of these genotypes, GLM analysis confirmed these assock
ations (HAQ (F=5.497; p< 001) and ESR (F=2727; p=.032)). Our analysis indicated that in the
stedied population +3953C/T L-14 (rs1143634), <137G/C IL-18 (rs187238), -94 ins/del ATTG NFRED
(rs28362491) and | B74T/A FNG (rs2430561) polymorphisms can together contribute to RA severity
although they do not individually influence the disease.
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Introduction disease activity [3.6]. The high expression of these proteins
can be induced by stimulation of the NFxB (nuclear factor
kappa B) pathway [10,11]. Previous studies hawve also
observed altered levels of NFxB in RA patients [12], and its
relation with disease comorbidity [13] or treatment response

[14]. In addition, polymorphisms in IL1[, IL18, NFKB1 and

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease char-
acterised by persistent chronic synovitis that can lead to a
progressive functional disability, systemic complications and
high sociceconomic costs [1]. The aetiology of RA remains

unclear, but it is known that a dysregulated immune system
involves multiple factors such as genetic and environmental
aspects [2].

Many signalling pathways and inflammatory proteins
may have an important role in injury tissue and be related
to BA pathogenesis [3,4]. Among these, IL (interleukin}
=1f, IL-18 and IFN-y (interferon-y), have been found to
play an essential role in pathogenesis of RA [5]. IL-1f and
IL-18 are highly expressed in RA patients and studies have
indicated a strong correlation of cytokine levels and RA dis-
ease activity [6-9]. Similarly, high levels of IFN-v have been
found in RA patients and have also been correlated with

IFNG genes have been studied in different populations with
RA, but when the SNPs were analysed individually, contra-
dictory results were found [7,8,14,15].

The ILIB + 3953 C/T gene polymorphism (rs1143634) is
located on exon V and promaotes a synonymous substitution
which results in an increase in IL-1p secretion [8,16].
Likewise, the ILI8 137 G/C gene polymorphism (rs187238)
is located in a promoter region and it is related to over-
expression of the IL-18 protein [17]. Although a meta-ana-
lysis study performed in 2016 did not show associations
between RA susceptibility and this polymorphism, its influ-
ence on disease activity remains unclear [18]. The NFKBI
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Abstract- Rheumatoid Arthritis (RA) is @ complex disease with higher level of /£-6. In order to elucidate
the alterations related to JL-6 gene i RA, we evaluated the <174 G/C JL-6 gene polymorphism and
methylation pattern of its promoter. A total of 120 RA patients and 120 healthy controls were recnuited for
polymorphism analysis, and 30 individuals of both groups were randomly selected for methylation analysis.
The [L-6 gene polymorphism was analyzed by PCR-RFLP and methylation pattern was analyzed by MSP-
PCR. Regarding /L-6 gene polymorplism, no significant difference was found between RA patients and
controls (£0.05). For DNA, two CpG regions of /L-6 promoter gene was analyzed. The first region (~1069,
=1061, 1057 and ~1001 CpG) did not show significant differences, whereas the second region (-628, —610,
=574 and 491 Cp() showed a significant hypermethylated status (P=0.0004) in RA patients as compared

with controls. These results, suggest a possible relati

to RA in our studied population,

methylation pattern and the susceptibility

© 2018 Tehran University of Medical Sciences. All rights reserved.

Acta Med fran 2018,56(7):429-433,

Keywords: Cytokine; Inflammation; Epigenetics; MSP-PCR; Single nucleotide polymorphism

Introduction

Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease
of unknown etiology. Genetics immunological and
epigenetic factors may contribute to RA susceptibility
(1.2). Many cytokines are expressed in the process of
this pathology (3), among them, the interleukin-6 (/L-6)
that is a pleiotropic cytokine that can promote
inflammation through to differentiation of T helper cells
and proliferation of osteoclasts and synoviocytes (4.5).
Besides this, has been documented higher levels of /-6
in serum and synovial fluid of RA patients (6). Studies
have shown that high concentrations of cytokines may
be related to genetic and epigenetic variations in RA
subjects and consequently affected on susceptibility and
severity of the disease (1,2). Besides that, studies
involving polymorphism in cytokines genes have been
associated with RA susceptibility (7.8). The -174 G/C
IL-6 (rs1800795) gene polymorphism, is responsible for

altering levels of cytokine in vivo (9) and was associated
with inflammatory diseases, as like RA (7), acute
rheumatic fever (10) and ostecarthritis (11), DNA
methylation is an epigenetic modification that affects
gene silencing and occurs mainly in CpGerich islands
(1). Recent studies have reported that methylation of
CpG motifs is a potential mechanism of regulation of /L-
6 production that may be relevant to the pathogenesis of
inflammatory  diseases (12,13). Based on this
information we  hypothesized that the -174 G/C
(rs1800795) /L-6 gene polymorphism and /-6 gene
promoter methylation pattern might constitute o both
epigenetic and genetic susceptibility factors for RA in
patients from Pemambuco, Brazl.

Materials and Methods

Study population
In our present study, 120 RA patients (cases) and
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Introduction

Bhevmatoid  arthritis (RA) is a common  autoimmmne
dizseaze that iz associaked with ]Ju'v::lgmx-\.ivc iw;a]:m:.:il"f.
systemic complications, sociocconomic impact, and early
death. The cause of BA is unknown, and the prognosis is
y_ua:n:hn:l. The diseaw affeck a]:l]ni:lkilimld:f 1% of adiliz
worldwide (Alamanos et al. 2006; Mclnnes and Schett
20013, Genetic and environmental Factors ane related to
he ﬂlii:lli:lN el ]J.aﬂu:ly_mﬂmi:\ ol the disease (Guo and Li
2006, Hunt and Emery 2004; Okada et al. 2014). RA
involves an immunological disorder of the innate and
adaptive system, promoting inflammatory cell infiliration
and bone and cartilage erosion (Breustewicz and Byl
20151,

Many cywokines and other medistors play an important
rok in inflammation and tissue damage (Broustewice and
Bryl 2015, Zaky and El-Nahrery 2006, Cylokines corme-
sponding v T-lymphocyte profile helper 17 ({ThiT) are
important in stimulating the proliferation of cells to combat
inracellular and extracellular pathogens and promating
chronic inflammation and sutocimmunity { Breustewicz and
Bryl 2015; Isailovic et al. 2015; Shabgah et al. 2014),
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1. INTRODUCAD

0 Xeroderma Pigmentosa (XF) & uma doenca de cardter auiossimicn recesivo, carmcterizada por defeitos
congénitos no sistena de reparo do DNA e expressividade variavel (NUSSBAUM et al., 2016 A etiologia do XF
wvem sends relacionada a diferentes genes que codilicam proteinas amantes no sistema de repare por @xcisio
de nucleotideas (KASHIYAMA en al, 2013; MASUTAMI et al, 19990, Sam o pleno funcionamento das proteinas
pelacionadas a0 sisterma de reparn, o dano ao DNA causada por agentes quimicos e fisices pode tarnarse
permanente, sendo este fator de suma importancia para o surgimento de diversas complicagies na vida do
paciente, principalmente ag cdncer de pele (CLEAVER, 2000, TOTOMCHY et al, 230 08 paclentes com XP
frequentemente sio acometidos por diversas desordens extra epidermais, dentre elas, perda da integridade
neuraldgies @ perda avditiva (TOTONCHY et al., Z013).

Sabendo que o XP ¢ uma patologia gue necessita de uma abordagem interdisciplinar para sua plena
compreensio, podendo ser wilizeda como modelo para discussio de temas considerados de dificil
compreensio da disciplina de genética, como dano @ reparo do DNA, expressividade varidvel e padries de
heranga, faz-se necessdrio gue os aluncs de graduacio compreendam bem o tema. Para lsso, o presente estuda
buscou facilitar a aprendizagem de aluncs de graduagio sobee o XP oo suas caracteristicos através de uma
problematizacho, favorecendo a autonomia e estimulando o pensamenta critiee do estudante.

2.REVISAD DA LITERATURA

2.1 Histarico ¢ epidemiclogia do Xeroderma Pigmentoso

0 Xeroderma pigmentosa (XP) ol originalmente desceitg no ano de 1883 e, posteriormente, [oram
identificados seis cazos onde a pigmentagdo foi associada & atrofia e, assim, a patologia foi denominada
Xerpderma Plgmentose (KARIS], 1882),

Mo ano de 1968, foi estabelecida a origem molecular do XP, onde foram identificados numerssos defeitos no
reparo do DMA em culturas de Abroblastos irvadisdos com luz wlivaviolets (CLEAVER, 1968). Este disnirkio
desfigurante @ progressivamente letal & condicionado pela divisio celular e reparo de DNA anormal quanda
danificado palo curto campriments de onda ultravioleta (entre 280 & 320 nm) (GUILLEN; MARTINEZ-LIARTE,
2004; ORTELLAD; RAMBALDO, 2007), Essa foi o primeira vez que uma sindrome humana foi relacionada com
defeity no repare de DNA. Atalments se tem conhecimento que defeitos em tmeze diferentes genes que
codificam  para prodeinas que particippm do reparo por excisio de nuocleotideos (NER] {gropos de
complementagho XP-4 a G, & mais um grupo vardante (XP-¥), gue codifica uma polimerase de sintese
translesiio, a pol n, além de outros genes associados ao repace estio associadas ao desenvalvimento de XP
[KOCH et al, 2016, SCHUCH et al., 2017; 5UN e al., 20146).

05 estudos de prevaléncia e incidéncia de XP em diferentes populagies 580 escassos, porém, segundo a
Sociedade Brasileira de Dermatologia, a taxa mundial para o XP & de 1: 1.000.000, nos EUA, enguanto na
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RESUMO: A técnica de CRISPR/cas9
(Agrupamentos regularmenieinterespagadosde
a endonuclease Cas9) & relativamente recente
e tem se mostrade mMuito promissora para
edicdo do DNAde vérnos organismos. O sistema
CRISPR/Cas3 foi descrito originaimente
como ‘sistema imune adaptatvo’ de alguns
procariotos, defendendo estes de vius e
plasmideos invasores. Esta técnica permite a
clivagem especifica de uma determinada regiio
da dupla cadeia de DNA com grande eliciéncia,
permitindo assim, a inser¢io ou delegdo de
sequéncias de DNA alvo, Recentements sua
aplicabilidade foi extendida & ediglo génica.
Este trabalho tem como objetivo revisar
alguns aspactos da tecnologia CRISPR/Cas9,

pactos das Tecnologias nas Ciéncias Siolégicas @ da Salde 3

DE EDICAO GENICA

descrevendo sua impontdncia e utiizagdo
como ferramenta de edicio do DNA. A técnica
CRISPR/Cas2 promete grandes avangos na
terapia génica e no tratamento contra infecgdes
de alguns patdgenos. Sua capacidade de edigio
do DNA possibilita remover genes causadores
de uma determinada anomalia ou alé mesmo,
substitul-os por genes saudaveis. Além disso,
pesquisas apontam para a possibiidade do
uso desta tecnologia na produglio de modelos
animais de eswdo, plantas transgénicas,
tratamento de doengas genéticas hereditdrias,
terapia do cAncer, entre outros. Outra aplicaglo
abordada neste trabaltho, & sua utilizagdc na
remocdo do provirus em pessoas infectadas
pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus),
agindo principalments nos reservatdrnios virais.
Contudo, apesar de uma técnica extremaments
inovadora, a CRISPR/Cas9 ainda requer
grandes estudos com o intuito de avaliar seus
efeitos a longo prazo tanto no individuo quanio
em sua linhagem germinativa e garantir que
ndo ocorra uma clivagem inespecifica o DNA.
PALAVRAS-CHAVE: CRISPR/Cas9, Terapia
Génica, ferramenta de ediglo do DNA.

ABSTRACT: The CRISPR/Casd (Clustered
Regularly Interspaced Shont  Palindromic
Repeatsassociatedwiththe CasSendonuclease)
technique is relatively recent and has been
promising for DNA editing of several organisms.

Caphulo 4
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Capitulo 11

METILAGAO DO DNA

Maria de Mascena Diniz Maia e
Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

Historico e Principios

A merilagio do DNA é considerada uma das modificagoes epige-
néticas mais estiveis e mais estudadas e deve ser o principal mecanismo a
liderar a heranga epigenérica ao longo das geragies. Em 1975, dois bidlogos
ingleses, Robin Holliday e John Pugh, e um bidlogo americano, Arthur Riggs,
sugeriram pela primeira vez, que a metilacio, uma modificacio quimica do
DNA, € herddvel, pode ser induzida por influéncias ambientais e deve ser
vista como um importante mecanismo para o controle da expressio génica
em organismos superiores. Assim, pode ser apontada como uma marca epi-
genética herddvel e reversivel, que se propaga apés a replicacio do DNA e
tem fundamental influéncia na expressao génica. Esse mecanismo explica, em
parte, as mudancas nos padrées de expressio génica e a diferenciacio celular
ao longo do desenvolvimento.
A reacio de metilacio consiste na adicio de um radical meril (-CH3)
na posicio 5" de uma molécula de citosina na sequéncia do DNA, resultando
em uma 5-metil citosina (Fig. 5) geralmente seguida por uma guanina (dinu-

SAH

4 HH, NH, )
1) e JO°

\ Citosina 5'metilitosina y

Fig. 5. A enzima DNA metil-transferase (DNMT) cialia a tansferéncia do
grupamento metil (CH3) da S-adenosil-metionina (SAM) para o carbono 5 da

citosina, formands a S-metilcitosina (SmeC) ou sefa, a citosing metilada.
Fonte: Adaptade de httpsa!f pubsniaaa nih_govipublicasionsfarcr351/6-16.htm
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CapituloV

O MUNDO DOS RNAS

Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

RNAs e o dogma central da biologia

Os RNAs (dcidos ribonucleicos) desempenham fungoes vitais na
manutencio, homeostase e funcionamento de todas as células. Esta molé-
cula é tao importante e versitil nos processos celulares que hd uma hipérese
em que o RNA foi considerado a primeira forma de vida na Terra primitiva
e foi responsdvel pela formacio da primeira célula procariota. Na hipérese
do Mundo de RNA, proposta por Walter Gilbert, em 1986, a ideia de que
o RNA foi a primeira molécula parece plausivel, pois ela tem propriedades
informativas como o DNA, ou seja, pode passar informacio adiante para outras
células e, tem propriedades cataliticas como enzimas, ou seja, podem catalisar
reagbes como a propria sintese e outras fungdes que permitiram estabelecer
a primeira célula formada. Neste capitulo, a grande versarilidade de fungoes
de moléculas de RNA serd abordada.

Diferente do DNA, o RNA geralmente é uma molécula de simples
fita, o que o torna mais flexivel e permite que a molécula apresente diversas
conformagcoes. Algumas moléculas de RNA podem ser denominadas de ribo-
zimas pelo faro de que podem caralisar reagoes, como enzimas proteicas. Além
disto, o RNA apresenta uma ribose em seu nucleotideo, diferente do DNA
que apresenta uma desoxirribose e, nos ribonucleotideos, as bases nitrogenadas
sa0 adenina, guanina, citosina e uracila.

Existem diversos tipos de RNA em uma mesma célula, embora
apenas algumas classes sejam discutidas amplamente em aulas de gené-
tica bdsica e molecular. Um dos principais pontos onde os RNAs celulares
sao abordados é no dogma central da biologia, que se refere ao fluxo
de informagoes contidas no DNA arté a formagio de uma proreina, pas-
sando pela molécula intermediiria do RNA (DNA -» RNA -» Proteina)
(Fig. 18). No entanto, este RNA intermediirio mencionado no dogma
central da biologia refere-se a0 RNA mensageiro (mRNA) ou RNA codi-
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RNAS DE INTERFERENCIA: MIRNAS E SIRNAS

Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

Como jd foi discutido nos capirulos anteriores, grande parte da
regulacio do processo transcricional e traducional é mediada por proteinas
reguladoras, principalmente fatores transcricionais e outras proteinas que
se ligam a sequéncias especificas do DNA. No entanto, moléculas de RNA
também sio essenciais e participam ativamente deste processo de regulagio.
Esta regulacio transcricional e traducional ocorre em todos os organismos
vivos, procariotos e eucarioros. O procariotos apresentam pequenos BN As
regulardrios que foram abordados no capitulo anterior, no enranto, grande parte
dos estudos estd direcionada a eucariotos, principalmente no que compere aos
RNAs de Interferéncia. Mas dltimas duas décadas houve um salto significarivo
no conhecimento acerca de RNAs de interferéncia, onde os principais deles
sio os microRNAs (miRNAs) e Small interference RNAs (siRNAs).

Os miRNAs e siRNAs sio pequenos RNAs de interferéncia que
tém atraido arengio porque atuam na regulacio da expressio de genes que
normalmente se encontram desregulados em muiras parologias. Por isso,
estes s3o alvos proviveis para descoberta e desenvolvimento de novas drogas
e podem ser usados como uma ferramenta para manipular a expressao génica
em diferentes organismos.

Historico

Os miRNAs sio RNAs de ramanho que varia, em média, entre 19 e
22 nucleotideos e foram descobertos em 1993 por Victor Ambros. No ano
de 1998, Andrew Fire e Craig Mello publicaram um estudo sobre a aruacao
de miRNAs na regulacio da expressao génica em um organismo modelo de
estudo: Caenorbabditis elegans, que lhes conferiu o Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina do ano de 2006. No entanto, a relevincia dos miENAs na regulacio
da expressio génica s6 foi evidenciada em meados dos anos 2000, a partir da
descoberra de dois miRNAs especificos: Ler-7 e Lin-4 e o impacro biolégico
provocado por eles. O miRNA Ler-7 foi associado a repressio do mRNA
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Capitulo VII

EPIGENETICA NAS DOENGAS HUMANAS

Maria de Mascena Diniz Maia e
Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

Doengas complexas

Como jd foi visto anteriormente, diversos fatores epigenéticos podem
modular a regulacio de genes de maneira extremamente coordenada em
todas as células e tecidos de um organismo. Diversos fatores intrinsecos,
como o genoma, e extrinsecos, como o ambiente, podem modular a regula-
¢ao epigenérica. Consequentemente, se estes mesmos fatores se encontram
desregulados, podem desencadear uma série de consequéncias no organismo
e levar a parologias.

As doengas humanas podem ser dividas basicamente em doengas
monogénicas, isto é, causadas por um tnico gene, e doencas complexas.
Grande parte das doencas humanas é considerada complexa, isto é, apresentam
multiplas causas e existem muitos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
envolvidos. Quanto maior a complexidade da doenga, mais fatores ambientais
influenciam o desfecho, e mais farores epigenéticos podem ser relacionados.
Entre as muitas doengas complexas, os fatores epigenéticos tém sido amplamente
relacionados com doengas autoimunes, como artrite reumaroide, liipus, doenca
de Chron e outras; desordens neurolégicas, como Parkinson, esquizofrenia,
Alzheimer; doengas cardiacas, como infarto do miocirdio e aterosclerose; e
diversos tipos de cincer, como leucemias, mama, pulmao, préstara e outros.

Nas doencas autoimunes hd diversos fatores epigenéricos associados.
No lipus eritematoso sistémico, por exemplo, foram previamente identificados
niveis diminuidos de metilagao em linfécitos T e genes importantes para res-
posta imunolégica como CD70, CD11ae PRFI. Em relagao as modificagoes
de histonas, foram identificadas modificagdes como reducio da trimertilagio
da H3K9 e niveis desregulados de histonas merilases. Os miRNAs, como
miR-146, miR-125a e miR-155 também apresentam niveis de expressio
anormais. No diabetes tipo Il também ji foram identificados padroes de
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consta que a coleta de dados e das amostras sanguineas s0 comegardo apos aprovacgaoe pelo comité de
&tica.

Recomendagdes:

MNenhwma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

MNenhwma

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicie da coleta de
dados. Informamos que a APHG'-.’A*;JE.D DEFIMITIVA do projeto s0 sera dada apos o envio do Relatdrio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatario Final para envia-lo via
“Motificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apos apreciag3o desse relatdrio, o CEP emitira nove Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesguisador (3] deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocole aprovado, exceto gquande perceber risco ou dano n3o previsto 30 woluntaro participante (item V.3,
da Resolugdo CHS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projete. identficando
a parte do protocodo a ser modificada e suas pustificativas.

Para projetos com mais de um ane de execucdo, € obrigatorio gque o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresenie a este Comité de Efica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugio CHNS/MS N° 486/12).
O CEPICCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CHS/MS N*® 456/12). E papel dofa pesguisadon’'a assegurar
todas as medidas mediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo gue tenha sido
&m oufro centro) & ainda, enviar notificagde 8 ANVISA — Agéncia Nacional de Viglincia Sanitaria, junto com
Sel posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enmderego: Av. da Engenharia = - 1% andar, saly £, Frédio do Ceniro de Cléncias da Sadde

Balmo: Cldade Unkersitara CEP: =07a0-500
UF: FE Munksiplo: RECIFE
Tedelome: (51)2125-5588 E4mall: cepoosiartipe br
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Tipo Documento Arquive Postagem Aurtor Situagac
nformagoes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1272845 pdf 134255
Cutros Carta_pendencias_30052019 pdf A0DE/Z01E [ISAURA GOMES Aceito
13:38:40
Cutros Carta_anuencia_Jamacy pdf 052018 |ISAURA GOMES Aceitn
18:37:37
Projeto Detalhade /! |Projeto AR _lsawa 30052019 pdf A0DEFZ018 [ISAURA GOMES Aceito
Brochura 18:37-23
ryestgador
TCLE | Termos de  |TCLE_corrigido_30052018. pdf 3A0/05/201R [ISAURA GOMES Aceito
Assentimenta | 18:36-48
Justifizativa de
| Ausencia
Cutros siga_2019_|SAURA pdf 20/03 2018 [I1SAURA GOMES Aceito
15:37-54
Cutros cummicule_Eliezer pdf 20/03:2018 |ISAURA GOMES Aceito
15:27-43
Cutros curricule_Maria_Helena pdf 20/0% 2018 [I1SAURA GOMES Aceito
15:26-54
Cutros Carta_anuencia HUOC ok pdf 20/0% 2018 [I1SAURA GOMES Aceito
15:23:10
Cutros Carta_Anuencia_HC_pdf 25/01/2018 [1SAURA GOMES Aceito
10:14-57
Cutros cummiculo_lsaura_Gomes. pdf 230172018 |1ISAURA GOMES Aceitn
10:11:37
Folha d= Rosto folha_rosto_completa. pof 220172018 |1ISAURA GOMES Aceitn
03:13:48
Cutros curricule_Paula Sandrin.pdf 10MZ201E [I1SAURA GOMES Aceito
17:27-55
Cutros curmicule_Alexandre_Barbosa pdf 101122018 [ISAURA GOMES Aceitn
17-27-12
Cutros curmcule_Madja_Asano.pdf 10MZ201E [I1SAURA GOMES Aceito
1726817
Cutros Temo_confidencialidade_|saura. pdf 101122018 [ISAURA GOMES Aceitn
172202
Dedaracac de Carta_anuencia_Lika. pdf 101122018 [ISAURA GOMES Aceitn
nstituigac e 18:44:22
nfraestruturs

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da COMEP:

T

Emdorego: Av. da Engenharia sn® - 19 andar, saks £, Prédio do Cenfro de Clénclas da Saode

Balmo: Cldade Universitinia CEP: =zp 7ap-s00
UF: BFE Munkeiplo: RECISE
Tedofone:  (51)2125-8588 E-malt.

cepoCsiferipe br
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Cosnusgiio dz Paece 2557 155

RECIFE. 07 de Junho de 2018

Azsinado por:
LUCIAND TAVARES MONTENEGRO
[Coprdenadar(a))

Enderego. Av.da Engentana se® - 1° andar, sais £, Prego do Centro oe ClEncias 63 Sase

BalTe  Clads URkersiiaea CEF  §3 Ta0-600
UF: PE Bunisiplo: RECFE
Tolofond: (5121288988 E-malk cepcoauipe nr
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ANEXO B - CURRICULO LATTES ATUALIZADO

http://lattes.cnpq.br/9915138553762710
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