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

GIOVANNA BLOISE DE ALMEIDA

Perfil transcriptdmico de lesdes de pele de pacientes com

Hidradenite Supurativa

RECIFE
2023



GIOVANNA BLOISE DE ALMEIDA

Perfil transcriptomico de lesbes de pele de pacientes com

Hidradenite Supurativa

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos exigidos para

obtencéo do titulo de Mestre em Genética.

Orientador: Lucas André Cavalcanti Brandao

Co-orientadora: Ana Sofia Lima Estevao de Oliveira

RECIFE
2023



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP) de acordo com ISBD

Almeida, Giovanna Bloise de

Perfil transcriptdmico de lesdes em pacientes com Hidradenite Supurativa/ Giovanna
Bloise de Almeida— 2023.

74 1. . il., fig., tab.
Orientador: Lucas André Cavalcanti Brandao

Coorientadora: Ana Sofia Lima Estevao de Oliveira

Dissertagcao (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro

de Biociéncias. Programa de Pés-Graduagdo em Genética, Recife, 2023.
Inclui referéncias.

1. Acne 2. Genes 3. Bioinformatica |I. Branddo, Lucas André

Cavalcanti (orient.) Il.  Oliveira, Ana Sofia Lima Estevao (coorient.)
lll. Titulo

616.56 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2023 -175

Elaborado por Elaine C Barroso - CRB-4/1728




GIOVANNA BLOISE DE ALMEIDA
Perfil transcriptomico de lesbes de pele de pacientes com

Hidradenite Supurativa

Aprovado em 24/03/2023

Banca Examinadora:

Dr. Rafael Lima Guimaraes

Universidade Federal de Pernambuco

Dr. Wilson José da Silva Junior

MGI Complete Genomics

Dr. Camilla Albertina Dantas de Lima

Universidade Federal de Pernambuco

RECIFE
2023



A minha familia, que sempre me incentivou e esteve

ao meu lado. Esta dissertacdo também é de vocés.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a Carlos, Gislane e Germanna,
minha familia, que sempre me apoiaram, e insistiram que eu ndo desistisse nos
momentos mais dificeis. Também sou grata ao meu noivo, Paulo, que esteve ao meu
lado em todos 0S momentos, bons e ruins.

Agradeco ao Prof. Lucas Brandao, meu orientador, que me acompanha desde
gue era bolsista de Iniciacdo Cientifica. Sou grata pela sua paciéncia e gentileza.
Agradeco a minha co-orientadora, Ana Sofia, que além de me ajudar com seu
conhecimento técnico, também foi minha confidente em momentos de fragilidade.

Agradeco aos meus companheiros do Laboratorio de Patologia Molecular, aos
guais dedico grande admiracao.

Agradeco aos meus lideres, Marcel Caraciolo e Rodrigo Reis, e colegas da
Genomika, Wilson, Filipe e Gedrgia que tornaram a minha jornada um pouco mais
facl, e que me incentivaram no caminho da pés-graduacao.

As minhas colegas de turma, G&, Bia Moura, Bia Melo, Carol, Na, Rayssa
Valentim, Raissa Nogueira e Danizia. Vocés tornaram tudo um pouco mais leve.
Obrigada pelas risadas.

Sou grata aos meus amigos, Bia, Lily, Manu, Leo, Bruna, Vini, Cris e Letycia,
gue estdo comigo desde a graduacdo, e que até hoje estédo junto de mim.

Por fim, agradeco a todos que participaram direta e indiretamente na producgéo

desta dissertacdo. Sem voceés, nada disso seria possivel. Nenhum homem é uma ilha.



RESUMO

A hidradenite supurativa (HS) é uma condicdo inflamatéria da pele caracterizada
clinicamente por nédulos profundos e dolorosos recorrentes, abscessos e tratos
sinusais em areas com glandulas apocrinas, como axilas, mamas, virilhas e nadegas.
Apesar de muitos avancgos recentes, o panorama fisiopatolégico da HS ainda precisa
ser esclarecido. Para elucidar a patogénese do HS, foi realizada uma meta-analise
transcriptdbmica da pele a partir de estudos de sequenciamento de RNA (RNA-Seq)
em pacientes com HS. Os achados corroboram a triade HS composta por inflamacgéo
exacerbada, diferenciacdo epitelial alterada e sinalizacdo do metabolismo
desregulado. A regulacao positiva de genes especificos, como KRT6, KRT16, genes
da familia das serpinas e SPRR3, confirma o envolvimento precoce dos foliculos
pilosos e o comprometimento da funcédo da barreira da pele lesionada de HS. Além
disso, os resultados sugerem que as adipocinas podem ser consideradas
biomarcadores de HS e disturbios relacionados ao metabolismo. Finalmente, a
genotipagem identificou varias mutacdes em pacientes com HS sugerindo potenciais
novos genes relacionados ao HS associados a forma esporadica desta doenca. No
geral, este estudo fornece informacdes sobre as vias moleculares envolvidas no HS e

identifica potenciais biomarcadores relacionados a patogénese da HS.

Palavras-chave: Acne inversa; meta-analise; transcriptdmica; bioinformatica.



ABSTRACT

Hidradenitis suppurativa (HS) is an inflammatory skin condition clinically characterized
by recurrent painful deep-seated nodules, abscess, and sinus track in areas bearing
apocrine glands, such as axillae, breasts, groins, and buttocks. Despite many recent
advances, the pathophysiological landscape of HS remains to be clarified. To elucidate
HS pathogenesis, we performed a meta-analysis, Set Analysis, and a Variant Calling
of selected RNA-Sequencing (RNA-Seq) studies on HS skin. Our findings corroborate
the HS triad composed of upregulated inflammation, altered epithelial differentiation,
and dysregulated metabolism signaling. Upregulation of specific genes, such as KRT6,
KRT16, serpin-family genes, and SPRR3 confirms the early involvement of hair
follicles and the impairment of barrier function in HS lesional skin. In addition, our
results suggest that adipokines could be regarded as biomarkers of HS and metabolic-
related disorders. Finally, the RNA-Seq Variant Calling identified several mutations in
HS patients suggesting potential new HS-related genes associated with the sporadic
form of this disease. Overall, this study provides insights into the molecular pathways

involved in HS, and identifies potential HS-related biomarkers.

Key words: Acne inversa; meta-analysis; transcriptomics; bioinformatics.



Figural -

Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

LISTA DE ILUSTRACOES

llustracdo demonstrando 0s mecanismos patolégicos da
Hidradenite Supurativa, como inflamagéo exacerbada, estrutura

epitelial desorganizada e sinalizacdo metabolica desregulada.
Complexo da gama-secretase e seus principais componentes.
Esquema ilustrado da fisiopatologia da SM.

Diagrama geral do estudo.

Andlise de conjuntos oriundos dos DEGs dos trés estudos
incluidos no presente trabalho. 1A) DEGs totais. B) DEGs

regulados positivamente C) DEGs regulados negativamente.

Distribuicéo das variantes por regiao do genoma.

18

19

22

28

39

41



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

LISTA DE TABELAS

Conjunto total de dados achados na pesquisa no GEO e SRA.

Representacdo das 20 vias mais relevantes identificadas através

do Reactome.

Eventos encontrados em nos genes NCSTN, APH1A, APH1B,
PSEN1, PSEN2 e PSENEN, que sao parte do complexo da y-

secretase.

Mutacbes encontradas em genes ligados a HS, em regides

exbnicas e com frequéncia alélica menor que 0.01.

Potenciais variantes patogénicas nao sinbnimas encontradas
pela chamada de variantes em pacientes com HS com frequéncia
alélica < 0,01, escore CADD > 15 e diferencas genotipicas

estatisticamente significativas (valor de p < 0,05).

36

43

46

50



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Item Definicao

cDEGs DEGs conjuntos

DEG Diferentially expressed genes, ou genes diferencialmente
expressos

FC Fold Change

FDR False Discovery Rate

GEO Gene Expression Omnibus

HS Hidradenite Supurativa

IFN-g Interferon Gama

IHS4 International Hidradenitis Suppurativa Severity Scoring System

IL-1b Interleucina 1 Beta

IL-17 Interleucina 17

IL-36 Interleucina 36

INDEL Insercédo e delecéo

MDEGs Meta-analysis DEGs

MEC Matriz extra-celular

NGS Next-Generation Sequencing

RA Receptor androgénico

RNA-Seq Sequenciamento de RNA

saDEGs Set-analysis DEGs



scRNA-seq

SM

SNP

SRA

TNF-a

WES

WGS

UTR

Single Cell RNA sequencing
Sindrome Metabdlica

Single Nucleotide Polymorphisms
Sequence Read Archive

Fator de necrose tumoral a
Whole Exome Sequencing
Whole Genome Sequencing

Untranslated regions



SUMARIO
1 INTRODUCAO

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HIDRADENITE SUPURATIVA

2.1.1 Etiologia e epidemiologia

2.1.2 Fisiopatologia

2.1.2.1 Desregulagao do sistema imune

2.1.2.2 Complexo da Gama-secretase

2.1.3 Complicacg®es clinicas e comorbidades associadas
2.1.4 Diagndéstico e Tratamento

2.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO
2.2.1 Origem

2.2.2 Transcriptomica por NGS

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DE ESTUDOS DISPONIVEIS

4.2 DOWNLOAD E PROCESSAMENTO DOS DADOS
4.3 META-ANALISE

4.4 ANALISE DE CONJUNTOS

4.5 ANALISE DE PATHWAY

4.6 CHAMADA DE VARIANTES

4.7 FILTRAGEM DE VARIANTES E ANOTACAO

4.8 ESTATISTICA

5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DO CONJUNTO DE DADOS
5.2 META-ANALISE

5.3 ANALISE DE CONJUNTOS

5.4 CHAMADA DE VARIANTES

6 DISCUSSAO

6.1 INFLAMACAO

6.2 HOMEOSTASE DA PELE
6.3 METABOLISMO CELULAR
6.4 LIMITACOES

7 CONCLUSOES
REFERENCIAS

13

145
155
155
166
166

19

20

24
24
225

26
26
26

267
277
288
29
29
30
30
31
31

32
32
355
388
40

53
53
56
59
61

61
62



13

1 INTRODUCAO

A hidradenite supurativa (HS), também conhecida como acne inversa, € uma
doenca que afeta o foliculo piloso, sendo caracterizada pelo aparecimento de lesées
nas regifes inguinal, anogenital, supra-maméaria e axilar do paciente. E uma doenca
subdiagnosticada, o que faz com que o tempo entre o surgimento da doenca até o
diagndstico seja longo. A incidéncia média da doencga fica em torno de 0,00033% a
4,1%, e existem alguns fatores de risco que podem favorecer o seu aparecimento,
como tabagismo, obesidade, sedentarismo, problemas emocionais e historico familiar.

As lesfes da acne inversa sao pustulares, dolorosas e podem romper, levando
ao desenvolvimento de feridas purulentas na pele e cheiro fétido. O tratamento da
doenca € muitas vezes paliativo, envolvendo antibiéticos, corticéides e, em Ultima
instancia, cirurgia para remocdo da area afetada. O tratamento com
imunomoduladores na HS vém sendo estudado, e o adalimumabe representa o
agente biolégico mais eficaz. Entretanto, a eficacia desse anticorpo monoclonal varia
para cada paciente, além de existrem muitos efeitos adversos, como a
susceptibilidade a infec¢des, dores de cabeca, confusdo, problemas gastrointestinais.

A fisiopatologia da HS ainda ndo é completamente compreendida, porém ja é
associada com alguns mecanismos moleculares. Uma de suas principais
caracteristicas é o ambiente altamente inflamatdrio, com alta expressao de citocinas
inflamatoérias como fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1 Beta (IL-18),
interleucina 17 (IL-17) e interferon-gama (IFN-y). Além disso, muta¢cdes no complexo
da Gama-secretase, um conjunto multi-protéico composto por quatro subunidades,
nicastrina (NCSTN), presenilina (PSEN-1), faringe-anterior defeituosa 1 (APH-1) e

intensificador de presenilina 2 (PEN-2), podem resultar na imparidade na sinalizacao
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NOTCH. Esta via € importante para a diferenciacdo e proliferacdo celular, e sua
regulacdo negativa pode acarretar na diferenciacdo de queratinécitos anormais,
resultando em padrdes desorganizados na epiderme.
Neste ambito, a evolucao das plataformas de sequenciamento de nova geracao
(NGS) trouxe avangos na descoberta da patogénese de diversas doengas complexas.
O objetivo do trabalho foi realizar uma meta-analise de estudos selecionados de
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) comparando lesdes de HS e pele saudavel. Com
essa abordagem de meta-analise integrada, foi possivel combinar resultados de
estudos independentes para aumentar o poder estatistico e obter uma estimativa mais
precisa de genes diferencialmente expressos (DEGs). Além disso, foi realizada uma
analise de vias para caracterizar os DEGs na patogénese do HS. Por fim, foi realizada
uma andlise das variantes genéticas provenientes dos dados transcriptdmicos. Essas
analises podem ajudar a identificar potenciais ligagbes entre os genes candidatos,

suas transcricdes, gendtipos e fenotipos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 HIDRADENITE SUPURATIVA
2.1.1 Etiologia e epidemiologia

A Hidradenite Supurativa (HS) € uma doenca inflamatdria cronica,
caracterizada pela formagdo de abcessos, nodulos e fistulas em regido axilar,
submamaria, perianal e inguinal (Goldburg, Strober and Payette, 2020). E
caracterizada por um processo inflamatério na glandula apd6crina, onde ha uma
desordem no epitélio que envolve a ocluséo do foliculo pilosebaceo, seguido de sua
ruptura e consequente inflamacdo (Scala et al, 2021). E uma doenca
subdiagnosticada, e o tempo médio até a identificacdo da HS € de cerca de 7 anos
(Saunte et al, 2015).

A prevaléncia média global da doenca é estimada entre 0,00033-4,1%, sendo
a taxa mais alta considerada um atipico por Nguyen et al., ja que é oriunda de uma
coorte de doencas sexualmente transmissiveis na Dinamarca (Nguyen et al, 2021).
Ainda existe um componente sexual e racial relacionado a prevaléncia da HS.
Segundo um estudo conduzido na populacéao estadunidense (Garg et al, 2017), existe
uma maior prevaléncia da doenca em mulheres (73,8%) do que em homens (26,2%)
em grupo de 47.890 pacientes. No mesmo artigo, é relatado uma incidéncia maior
entre brancos (54,1%) quando comparados a populacao de descendéncia africana.

Sao poucos os estudos populacionais relacionados a HS no Brasil. Um deles,
conduzido por lanhez, Schmitt e Miot (2018), realizou uma busca em 17.000 cidadaos
em 87 municipios que possuiam mais de 300.000 habitantes, que resultou em uma
prevaléncia geral de 0,41%, sem diferencas significativamente estatisticas entre as

regides demograficas. Em Sao Paulo, um estudo transversal selecionou o prontuério
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de 123 pacientes oriundos de um centro de referéncia dermatologica na cidade de
Bauru entre 2005 e 2015.

A incidéncia de HS também é incerta. O mesmo estudo retrospectivo encontrou
uma incidéncia anual de 11,4 casos por 100.000, com duas vezes a incidéncia em
mulheres em relagdo aos homens (Garg et al., 2017).

2.1.2 Fisiopatologia
2.1.2.1 Desregulagao do sistema imune

A inflamacé@o desempenha um papel importante na patogénese da HS, com a
desregulacéo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-1B, IL-17 e IFN-y, além

do acumulo de células T auxiliares nas lesdes (Vossen, van der Zee e Prens, 2018).

A interleucina 1 beta (IL-1B) € uma citocina pro inflamatdria importante que é
produzida por varias células imunes, incluindo macréfagos e células dendriticas (van
de Veerdonk et al.,, 2011). Ela desempenha um papel importante na resposta
inflamatoria do organismo, ajudando a ativar outras células imunes e aumentando a
expressdao de moléculas pré-inflamatérias. A IL-1 também €& conhecida por sua
capacidade de aumentar a permeabilidade dos vasos sanguineos. Doencas
autoinflamatérias, como a artrite reumatoide (Zhu et al., 2021; Harrison et al., 2008;
Tolusso et al., 2006), sdo caracterizadas por uma resposta exacerbada de IL-13, o
gue leva a resposta inflamatoria cronica e excessiva, além de edema e dano tecidual.
Algumas moléculas séo responsaveis pela regulacdo da IL-13, como o antagonista do
receptor de interleucina 1 (IL-1RA), o receptor do tipo Il de interleucina 1 (IL-1RII), e
sdo descritos como possiveis alvos terapéuticos para a inibicdo de IL-1B (Gabay,

Lamacchia e Palmer, 2010).
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O TNF-a é uma proteina com uma fungdo importante na regulacdo da
inflamacé@o, e € secretado por células imunes, como macréfagos e linfécitos T
(Parameswaran e Patial, 2010). A producao de TNF-a é regulada por uma variedade
de fatores, incluindo sinais inflamatorios, como a presenca de bactérias ou virus,
lesBes teciduais, e até mesmo estresse. Além disso, a producdo de TNF-a é
influenciada por interacdes com outras proteinas inflamatoérias, como interleucinas e
citocinas, que podem amplificar ou suprimir sua produgéo, como a IL-17. Um dos
mecanismos por tras da super ativacdo e proliferagdo de células Th1l7 é o aumento
nos niveis de TNF-a, que por sua vez causa desbalancos nos niveis de IL-17 e IL-13
(van der Zee et al. 2011; Matusiak, Bieniek and Szepietowski, 2009; Witte-Handel et

al., 2019).

A IL-17 é uma citocina pré-inflamatéria e disfunc6es em sua regulacéo podem
levar a doengas autoimunes e cancer. Ela é expressa por células do tipo Th1l7 e tem
um grande papel na sinergia entre outros marcadores pro-inflamatorios (Amatya, Garg
e Gaffen, 2017), sendo o seu bloqueio efetivo em condi¢cdes como a psoriase (Sanford
and McKeage, 2015). Na HS, o aumento da expressao de IL-17 é um achado em

células CD4+ (Hotz et al., 2016; Moran et al., 2017; Kelly et al., 2015).

O IFN-y, além de sua fungdo na resposta a doencas infecciosas e neoplasias
(Kak, Raza e Tiwari, 2018), esta envolvido em vérias doengas autoinflamatérias,
incluindo artrite reumatoide, esclerose multipla, lipus e psoriase (Karki e Kanneganti,

2021, Barrat, Crow e Ivashkiv, 2019).

Acredita-se que 0s queratinécitos possam apresentar um perfil inflamatorio

anormal nas lesdes de HS. Esses queratindcitos expressando citocinas como TNF-q,
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IL-18, IFN-y, juntamente com adipocinas proé-inflamatérias, podem induzir
hiperqueratose infundibular e subsequente infiltracdo de células imunes perifoliculares
(Figura 1).
Figura 1. llustracdo demonstrando os mecanismos patologicos da Hidradenite

Supurativa, como inflamacdo exacerbada, estrutura epitelial desorganizada e
sinalizagdo metabdlica desregulada.
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Fonte: de Oliveira et al., 2022

2.1.2.2 Complexo da Gama-secretase

Cerca de40% dos pacientes com HS relatam a existéncia de outros familiares

afetados pela doenca. No entanto, apenas uma minoria destes pacientes exibe a
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doenca em um modo de heranca autossdémico dominante, altamente penetrante.
Nestes pacientes familiares, trés genes relacionados com a doenca foram
identificados: NCSTN (1923.2), PSEN1 (14924.2) e PSENEN (19913.12). Esses
genes codificam trés das quatro proteinas que constituem a y-secretase, um complexo
multiproteico transmembranar que catalisa a protedlise intramembranar dos quatro
receptores NOTCH (Massi and Panelos, 2012; Wang et al., 2010). A via da sinalizacao
do NOTCH é altamente conservada presente em diversos mamiferos, e possui papel
crucial na embriogénese, formacado e estruturacdo da epiderme. Mutacdes recentes
gue causam haploinsuficiéncia de NCSTN também foram identificadas em casos

esporadicos.

Figura 2. Complexo da gama-secretase e seus principais componentes.

extracellular/luminal Nicastrin

Presenilin intracellular/cytosol

Fonte: Oikawa e Walter, 2019.

Cerca de um terco dos pacientes com acne inversa possuem histérico
familiar, e, uma parcela destes pacientes, a heranca da doenca é sugerida como

autossomica dominante e com penetrancia incompleta (Ingram, 2016).
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Inicialmente, esses pacientes foram associados com o envolvimento da Gama-
secretase, porém apenas uma minoria dos pacientes com historico familiar possui

variantes neste complexo (Pink et al., 2012).

2.1.3 Complicacdes clinicas e comorbidades associadas

Pacientes com HS tém um risco aumentado de comorbidades, incluindo
doencas inflamatorias intestinais (Shalom et al. 2016) e outros distirbios auto
inflamato6rios cronicos, pioderma gangrenoso e espondiloartrite (Fimmel and

Zouboulis, 2010).

Sindromes como PASH (Pioderma gangrenoso, acne conglobata e hidradenite
supurativa), PAPASH (Artrite piogénica, pioderma gangrenoso, acne conglobata e
hidradenite supurativa), PSAPASH (Artrite psoriatica, pioderma gangrenoso, ache
conglobata e hidradenite supurativa) e PASS (Pioderma gangrenoso, acne
conglobata, hidradenite supurativa e espondilite anquilosante) representam a HS
sindrébmica, condicdo onde ha o desenvolvimento de multiplos problemas
dermatoldgicos além da acne inversa (Garcovich et al.,, 2021). Estas doencas
autoinflamatérias tém em comum o aumento de citocinas como o IL-138 e TNF-qa, que

induzem dano tecidual (Cugno, Borghi e Marzano, 2017).

A sindrome metabodlica (SM) € um conjunto de condicbes que incluem
obesidade abdominal, hipertenséo arterial, niveis elevados de glicose e triglicérides
no sangue e baixos niveis de colesterol HDL, que pode levar ao risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV) e resisténcia a insulina (Huang,

2019). A relacdo entre a SM e doencas inflamatorias da pele, como acne vulgaris,
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psoriase, dermatite atopica, alopecia androgénica, acantose nigricans e HS ja foi
descrita, sendo o sobrepeso um dos indicadores chave para a presenga desta
condicéo (Hu et al., 2019). Pacientes com HS tem uma alta prevaléncia de SM (Sabat
et al., 2012), e uma das razdes elencadas para que iSso aconteca € a alta expresséo
de adipocitocinas pré-inflamatdrias pelo tecido adiposo, como interleucinas e TNF-a
(Lin e Oon, 2016, Rochlani et al.,, 2017). Mecanismos como a sinalizacdo por
MTORC1, uma enzima importante na sinalizagéo celular que controla o crescimento
e sintese de proteinas, sao envolvidos na resisténcia insulinica em pacientes com

acne vulgar e HS (Hu et al., 2019).
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Figura 3. Esquema ilustrado da fisiopatologia da SM.
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Fonte: Rochlani et al., 2017

Legenda: AT2, receptor de angiotensina Il tipo 2; PCR, proteina C reativa; IL-6,
interleucina 6; LOX, lipoproteina de baixa densidade oxidada semelhante & lectina;
RAAS, sistema renina-angiotensina-aldosterona; ROS, espécies reativas de oxigénio;
TNF, fator de necrose tumoral.

2.1.4 Diagnostico e Tratamento

O diagnoéstico de HS é clinico e é baseado nas diretrizes europeias de Dessau
(S1) (Zouboulis et al., 2015; Vankeviciute et al., 2019). Os pacientes, portanto, devem
apresentar lesdes tipicas crbnicas e recorrentes, localizadas em locais tipicos de
glandulas apdcrinas. Juntamente com a avaliacdo clinica, varios questionarios sao
usados para avaliar a gravidade do fenétipo da doenca e a eficacia do tratamento.

Dentre eles, os mais utilizados sdo o Hurley score e o International Hidradenitis
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Suppurativa Severity Scoring System (IHS4) (Sartorius et al., 2009; Zouboulis et al.,

2015; van der Zee and Jemec, 2015).

O tratamento da hidradenite supurativa € complicado e muitas vezes paliativo.
Em geral, os pacientes fazem uso de antibioticos, agentes anti-inflamatorios, anti-
androgénicos, isotretinoina, anticorpos monoclonais, e, em ultimo caso, cirurgia para
remocao do tecido afetado (Tchero et al., 2019). A antibioticoterapia, tanto topica
guanto oral, € um tratamento secundario e ndo curativo, pois muitas vezes as lesdes
apresentadas na doencga sao estéreis (Rivitti-Machado et al., 2022). Dado o papel da
inflamacéo na progressao da HS, o papel da acdo de moduladores inflamatérios como
anticorpos monoclonais se tornou foco de pesquisa, sendo o adalimumabe a Unica

terapia biologica aprovada para tratamento da doenca.

O tratamento com adalimumabe, mesmo sendo uma das condutas mais
eficazes, ainda possui resultados discrepantes dependendo de fatores como
gravidade da doenca, além de gerar efeitos adversos como sintomas gastrointestinais
inespecificos, propensdo a ceratite e microinfeccdes, fadiga, dores de cabeca e

problemas hepéticos (Blok et al. 2013).

Outros farmacos estao sendo estudados para potencial uso no tratamento da
HS, como o infliximabe, que € um anticorpo monoclonal humano-murino anti-TNFa,
gue possui uma eficacia em torno de 80% em pacientes com HS (Shih et al., 2022) e
0 anakinra, um anticorpo recombinante que se liga ao receptor de IL-1Beta, inibindo-
a competitivamente (Dinarello, 2011). Ambas as medica¢des possuem eficicia no

tratamento da HS: o infliximabe provoca a reducéo das les6es dos pacientes apds 8
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semanas de uso, e 0 anakinra reduziu as lesdes para 50% em 78% do grupo de

pacientes, em relacédo ao controle (Aarts et al., 2021).

A conduta terapéutica se baseia no score de Hurley, que é dividido em trés
estagios (I, Il e lll) e se baseia em aspectos clinicos como a presenca de cicatrizes e
tratos sinusais (Hessam et al., 2018). Esse tipo de estadiamento ainda é limitado visto
a heterogeneidade da HS, e necessita de parametros mais precisos, 0 que leva a

busca de um novo método de classificacdo (Zouboulis et al, 2017).
2.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO
2.2.1 Origem

O sequenciamento de nova geracdo, também conhecido como NGS (do inglés
next generation sequence), descreve um conjunto de técnicas que tem como objetivo
0 sequenciamento massivo e paralelo de acidos nucléicos (DNA e RNA) baseado na
amplificacao de fragmentos em pequenas regides, com alta resolugéo. O advento das
plataformas de NGS teve inicio apds o Projeto Genoma Humano (Watson et al., 1990),
0 primeiro projeto governamental a sequenciar o genoma humano, na época o maior
até entdo. O projeto durou em torno de 10 anos, e a plataforma utilizada foi o
sequenciamento automatico de Sanger, sendo o custo total do projeto estimado em 3
bilhbes de dolares (NIH, 2021). Porém, o método de Sanger, ndo permitia o
processamento massivo, escaladvel e de alto desempenho. Desta forma,

pesquisadores desenvolveram os NGS para suprir tal necessidade.

A evolucéo das técnicas em biologia molecular, levou ao langamento de um
novo sequenciador produzido pela 454 Life Sciences, que munido da técnica do

pirosequenciamento, permitiu o escalonamento do processamento de material
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biolégico. Como consequéncia direta, o custo do sequenciamento decaiu, assim como
o tempo total estimado até o final do sequenciamento e a equipe necessaria para

manuseio das plataformas.

Atualmente, podemos enumerar diversas técnicas de NGS, como o
sequenciamento por sintese, bastante utilizado por empresas como a lllumina. Ao
contrario do sequenciamento de Sanger, que é baseado na sintese de uma nova
cadeia de DNA complementar a cadeia de DNA original, utilizando
desoxirribonucleotideos marcados com fluorocromos coloridos em quatro reagdes
distintas (uma para cada nucleotideo), o sequenciamento por sintese se baseia na
sintese de novas fitas, onde cada nucleotideo possui um marcador luminoso que é
detectado por um sensor no equipamento, onde as reacfes acontecem de uma vez

s6 (Muzzey et al., 2015).
2.2.2 Transcriptomica por NGS

A transcriptdmica € o estudo da expressdo génica a partir da analise dos
transcritos de RNA. Atualmente, o NGS tém sido aplicadas em estudos
transcriptdmicos, permitindo a identificacdo e quantificacdo de transcritos com alta
sensibilidade e especificidade. A analise transcriptbmica € importante na pesquisa
clinica, uma vez que permite identificar genes e vias de sinalizagdo envolvidas em
doencgas e auxilia no diagnostico e prognostico de diferentes condigfes, incluindo
cancer e doencas neurodegenerativas. Além disso, a analise transcriptdmica também
tem sido utilizada para identificar novos alvos terapéuticos e prever a resposta do

paciente a diferentes tratamentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil do transcriptoma da pele de pacientes com Hidradenite

Supurativa esporadica e seu envolvimento na patogénese da doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma meta-analise e ranquear os principais genes diferencialmente
expressos em dados publicos de transcriptoma, que estejam envolvidos com a
patogénese da doenca na forma esporadica;

e Identificar, através de pipeline para genotipagem de dados de RNA-seq,
variantes que possam estar relacionadas com a patogénese da doenca,;

e Efetuar uma analise de conjuntos e identificar genes diferencialmente

expressos em comum entre os estudos selecionados.
e I|dentificar as principais vias metabolicas envolvidas na patogénese da HS

e Correlacionar os achados de genotipagem e expressao;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DE ESTUDOS DISPONIVEIS

Dados brutos de transcriptoma (FASTQ) oriundos da pele de pacientes com
HS foram buscados nos bancos Sequence Read Archive (SRA) e de expressédo Gene
Expression Omnibus (GEO). As palavras-chave utilizadas para realizar essa busca
foram ((Hidradenitis Suppurativa) OR (Acne Inversa)) AND ((RNA-Seq) OR
(Transcriptome)). Depois da remocédo de duplicatas, foram incluidos apenas estudos
qgue utilizaram amostras humanas (organism filter: Homo sapiens) e que possuiam
dados brutos disponiveis. Além disso, estudos de microarray foram descartados.
Apenas estudos que possuiam amostras de controle disponiveis foram incluidos

(Figura 4).



Figura 4. Diagrama geral do estudo.
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Fonte: a autora.

4.2 DOWNLOAD, PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS
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Os dados foram baixados do SRA usando a ferramenta fastgq-dump

(https://github.com/ncbi/sra-tools). Apenas amostras que respeitaram os critérios de

inclusdo foram baixadas e armazenadas.

processados com 0 mesmo pipeline para evitar vieses dos estudos originais.

Posteriormente, os dados foram

Para o fluxo de processamento dos dados, foi utilizado o Trimmomatic v0.39

(Bolger, Lohse e Usadel, 2014) para efetuar o controle de qualidade (CQ) com a
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remocao de bases de baixa qualidade (Q<30) e reads mais curtas que 25bp. As reads
restantes foram mapeadas contra o genoma de referéncia GRCh38/hg38 e alinhadas
utilizando o STAR (Dobin et al, 2012). Os arquivos BAM foram processados através
do pacote Rsubread v2.12.0 (Liao, Smyth e Shi, 2019), gerando uma tabela das
contagens da reads. Essa tabela foi convertida como objeto do pacote DESeq?2 (Love,
Huber e Anders, 2014) e genes com log2(Fold Change) > 1 | > -1 e false discovery
rate (FDR) com p-valor < 0.05 foram indicados como DEGs significativamente

estatisticos.

4.3 META-ANALISE

Os resultados produzidos pelos grupos independentes foram integrados
através de uma meta-analise usando o pacote RankProd (v3.24.0) para o software R,
gque detectam genes expressos diferencialmente de experimentos independentes e
replicados de forma consistente. No geral, a abordagem de meta-analise foi baseada
na metodologia de Lee et al., 2019. Os DEGs achados nesta etapa foram chamados

de mDEGs.

4.4 ANALISE DE CONJUNTOS

A lista de DEGs oriunda de cada estudo foi submetida a uma andlise de
conjuntos, onde foram identificados os genes em comum entre o0s trés estudos
(saDEGS). Este passo ajuda a minimizar o viés da discrepancia das metodologias
utilizadas. Esta analise foi realizada atraves do R v4.1.0 e foram gerados diagramas

de Venn utilizando o pacote VennDiagram.
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4.5 ANALISE DE PATHWAY

Foi realizada andlise de vias metabdlicas com os DEGs obtidos tanto da analise
de conjunto quanto da meta-analise descrita acima. Foi feita pesquisa em banco de
dados REACTOME, usando o pacote ReactomePA (v3.16) para software R, e
PANTHER v17.0. Assim como nas analises anteriores, 0s resultados com valor de p
do teste de enriquecimento ajustado para FDR < 0,05 foram considerados

significativos.

4.6 CHAMADA DE VARIANTES

Em paralelo a analise geral de RNA-seq, foi realizada uma analise de chamada
de variantes proveniente das amostras de RNA alinhadas. O pés-processamento foi
aplicado usando o Genome Analysis Toolkit v4.1.2.0 para as leituras alinhadas.
Duplicatas foram marcadas e removidas com MarkDuplicates e SplitNCigarReads,
respectivamente. A recalibracao de base foi feita com BaseRecalibrator e ApplyBQSR.

Por fim, a chamada de variantes foi realizada usando Strelka v2.9.10.

4.7 FILTRAGEM DE VARIANTES E ANOTACAO

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e insercdes e delecbes (INDELS)
foram separados em dois arquivos VCF usando SelectVariants, e foram filtrados
usando VariantFiltration com os parametros QD < 2.0, FS > 60.0, MQ < 40.0,
MQRankSum < -125 e GQ < 20,0. A anotacdo foi realizada usando Annovar
(v20190ct24). Por fim, as variantes foram mantidas se tivessem profundidade (DP) >

10 e escore de qualidade (QUAL) > 30.
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4.8 ESTATISTICA

A lista final de cDEGs foi criada por meio da intersecdo dos resultados da
analise de conjuntos e da meta-analise. Os gendtipos das variantes correspondentes
observadas em amostras lesionais de HS foram integrados.

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para avaliar se as contagens estavam
normalmente distribuidas. Para avaliar se 0s gendtipos estavam associados a
expressao diferencial de RNA, foi utilizado um teste apropriado para contagens
normalmente distribuidas e o numero de gendtipos observados (normal e dois
genotipos: teste t de Student para amostras independentes; ndo normal e dois
gendtipos: Wilcoxon-Mann -Teste de Whitney; normal e trés gendtipos: ANOVA; néo
normal e trés gendtipos: teste de Kruskal-Wallis. No caso de testes de trés gendtipos,
foi realizado um teste post-hoc pareado de Wilcoxon com correcdo de FDR para

identificar qual gendtipo foi responsavel pela diferenca geral).



5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DO CONJUNTO DE DADOS

A estratégia de busca foi conduzida por trés autores de forma independente e
resultou em 23 conjuntos de dados (Tabela 1). Dentre esses, 7 estudos usaram
microarrays; sete, RNA-Seq; seis, reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (rt-PCR); dois, RNA-Seq de célula unica (scRNA-seq); e um, captura de
alvo. Desta forma, estudos que seguiram outras metodologias que ndo RNA-Seq
foram excluidos (16). Dos demais estudos, cinco continham andlises de bidpsias de
pele. Um deles néo tinha controle de pele compativel e outro analisou apenas casos

familiares de HS. Portanto, apenas trés estudos foram incluidos na meta-andlise e

analise de conjunto.

Tabela 1. Conjunto total de dados achados na pesquisa no GEO e SRA.

NOME DO ESTUDO

LAYOU
T

AMOSTRAS METODO INSTRUMENTO

Gamma-secretase genes
mutations in a cohort of patients
with Hidradenitis Suppurativa

Dysregulation of  tryptophan
catabolism at the host-skin
microbiota interface in Hidradenitis
Suppurativa

scRNASeq data of CD45+CD3-
CD19- normal and HS skin
(human)

Transcriptome profiling for
hidradenitis suppurativa (human)

A Hidradenitis Suppurativa
Molecular Disease  Signature
Derived from Patient Samples by
High-Throughput RNA
Sequencing (human)

The skin microbiome in
Hidradenitis Suppurativa

16S(V3-V4) metagenomic

sequencing of HSO010 collected
fromlesion groin via swab

PAIRED

PAIRED

PAIRED

PAIRED

PAIRED

PAIRED

PAIRED

169

24

63

40

145

133

Targeted-  lllumina (Hiseq
capture Novaseq)

AMPLICON lllumina

RNA-seq lllumina Novaseq

RNA-seq Illumina NextSeq

RNA-seq Illumina Hiseq

AMPLICON Illumina Miseq

AMPLICON lllumina Miseq

e



NOME DO ESTUDO LAYI.OU AMOSTRAS METODO INSTRUMENTO

Fecal and skin sample collection

from hidradenitis suppurativa and PAIRED 53 AMPLICON lllumina Miseq

healthy subjects

16S of human chronic wound -

hidradenitis suppurativa SINGLE 82 AMPLICON  N/A

lllumina sequencing of VXV09094 . .

Metagenomic Paired-End Library PAIRED 83 AMPLICON lllumina Miseq

Single cell transcriptome profiling o pey 9 RNA-seq  lllumina Novaseq

for hidradenitis suppurativa

Expression data from skin biopsies Affymetrix Human

of Hidradenitis suppurativa N/A 33 Array Genome U133 Plus

patients 2.0 Array

Gene expression profiling of skin Affymetrix HT HG-

and blood in hidradenitis N/A 56 Array U133+ PM Array

suppurativa Plate

Transcriptome Patterns in

Hidradenitis Suppurativa: Support lllumina HumanHT-

for the Role of Antimicrobial N/A 21 Array 12 V4.0 expression

Peptides and Interferon Pathways beadchip

in Disease Pathogenesis
Agilent-014850
Whole Human

Molecular profile of apocrine Genome Microarray

glands in hidradenitis suppurativa N/A 30 Array 4x44K G4112F
(Feature Number
version)

Effects of nicastrin (NCSTN) lllumina HumanHT-

SiRNA knockdown in HEK293 and N/A 12 Array 12 V4.0 expression

HEKOOL1 cells beadchip

Replication Stress in Hair-Follicle- llumina  HumanHT-

Stem-Cell Leads to IFI16-STING .

X . — N/A 11 Array 12 V4.0 expression

dependent inflammation in beadchi

Hidradenitis Suppurativa P
Agilent-039494
SurePrint G3 Human

Molecular profile of hidradenitis GE v2 8x60K

suppurativa N/A 24 Array Microarray 039381
(Feature Number

version)

33
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NOME DO ESTUDO LAYI.OU AMOSTRAS METODO INSTRUMENTO
Whole Tissue Transcriptome of HS
Lesional, HS Nonlesional, and PAIRED 87 RNA-seq Illumina Hiseq
Healthy Skin

Adalimumab Induces a Wound
Healing Profile in Patients with
Hidradenitis Suppurativa by
Regulating Macrophage
Differentiation and Matrix
Metalloproteinase Expression
Transcriptome of lesional skin of
patients suffering from Acne SINGLE 7 RNA-Seq lllumina HiSeq 4000
inversa (human)
Nicastrin/miR-30a-3p/RAB31 Axis
Regulates Keratinocyte
Differentiation by Impairing EGFR
Signaling in Familial Acne Inversa
Changes to energy metabolism,
and signal transduction (i.e. Notch
and Wnt signalling) define the
brain transcriptomic differences lllumina NovaSeq
between mutations causative for PAIRED 24 RNA-Seq 6000

early-onset familial Alzheimer’s

disease or familial acne inversa in

PRESENILIN 1

Fonte: a autora. N/A: informacao ausente

SINGLE 28 RNA-Seq lllumina HISeq

PAIRED 8 RNA-Seq Illumina HiSeq X Ten

O primeiro estudo, Lowe et al., realizado nos EUA, (SRAdb id: SRP273719)
teve como objetivo descobrir genes relacionados a imunogénese do HS e sua
influéncia na capacidade de resposta dos pacientes a terapia anti-TNF-a. Este estudo
foi realizado por meio do sequenciamento do transcriptoma de amostras de pele
lesional e ndo lesional antes e apds a terapia anti-TNF-a. Durante a coleta de dados,
foram selecionadas para 0 nosso estudo apenas as amostras de pacientes que foram

coletadas antes do uso do medicamento (26 amostras de lesao e 16 controles).

O segundo estudo, Gudjonsson et al., realizado nos EUA, (SRAdb id:
SRP272659) possui foco em delinear os principais tipos de células desreguladas e
vias inflamatorias na HS. Para avaliar vias inflamatorias anormais, foi realizado RNA-

Seq de pele e sangue total e scRNA-Seq. Além disso, eles compararam suas
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descobertas com dados de RNA-Seq de 28 pacientes com psoriase e 32 pacientes
com dermatite atopica. Em resumo, eles encontraram 4.797 DEGs no RNA-Seq da
pele do HS em comparacao com controles saudaveis e 332 DEGs no sangue total dos
pacientes com HS. Do dataset disponibilizado, foram utilizadas na meta-analise
apenas 32 amostras de RNA-Seq de pele, 22 de pele com lesdes de HS e 10 de

controles de pele saudavel.

O terceiro estudo, Witte-Handel et al. (SRAdb id: SRP168930), realizado na
Alemanha, investigou a expressdo de citocinas em lesdes cutaneas de HS e
identificou uma alta expressao de IL-1[3. Analises de RT-gPCR e ELISA também foram
realizadas. Para a analise transcriptdmica, foram utilizadas 4 amostras de pele de
individuos saudaveis e 3 amostras de pele lesionada de pacientes com HS que néo

foram expostos ao tratamento com anti-IL-1(3.

Dessa forma, um total de 51 amostras Unicas de lesdes de HS e 30 amostras

Unicas de pele saudavel foram coletadas para analise transcriptdmica integrada.

5.2 META-ANALISE

Com os dados oriundos do processamento do transcriptoma dos trés estudos,
foi realizada uma meta-analise com os dados comparativos entre pele lesional e
saudavel. Como resultado, foram obtidos 6.445 genes e 3.628 mDEGs com FDR <
0,05 e log2(fold change) > 1 | < -1. Desses mDEGs, 1.699 foram regulados

positivamente e 1.929 foram regulados negativamente.

DEFB4A/B, TCN1, MMP1, S100A7A e MMP3 estavam entre os 20 genes
ranqueados que estavam supra-regulados, e que estdo associados com a degradacéo

da matriz extracelular, inflamacao e atividade antimicrobiana.
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Para genes com sua regulacédo diminuida, obtivemos THRSP, AWAT?2, DCD,
UGT3A2, e WIF1 no topo do ranking; esses genes sdo associados ao metabolismo
energético e a barreira epitelial. Como achados adicionais, foram encontrados
desregulacdo na expressao dos genes AQP2/4/5/6/7/8, FOXAl e ADIPOQ, que

podem causar imparidades nessas vias metabdlicas.

A andlise da via desses mMDEGs resultou em 76 vias estatisticamente significativas;
Destas, 73 foram associados aos mDEGs regulados positivamente. Importantes vias
conhecidas para a patogénese do HS, a saber, queratinizacdo, organizacdo da matriz
extracelular (MEC), degranulacdo de neutrdfilos, sinalizacdo PD-1, sinalizacdo de
interferon gama, sinalizacdo por interleucinas, cascata de complemento, peptideos
antimicrobianos, interacfes de superficie celular na parede vascular e ligacdo ao
receptor acoplado a proteina g (GPCR) foram identificadas. A Tabela 2 mostra as 20

vias mais relevantes identificadas através do Reactome.

Tabela 2. Representacdo das 20 vias mais relevantes identificadas através do

Reactome.
ID Nome da via metaboélica Elementos FDR
encontrados
R-HSA-198933 InteragGes imunorregulatérias 81 7.2839x10°3
entre células linféides e nao
linféides

R-HSA-1474244 Organizagdo da matriz extracelular 109 2.4259x10%4



R-HSA-380108

R-HSA-373076

R-HSA-202430

R-HSA-389948

R-HSA-6798695

R-HSA-500792

R-HSA-909733

R-HSA-202433

R-HSA-202427

R-HSA-1474228

R-HSA-877300

Receptores quimocina se ligam as
guimocinas

Classe A/1 (receptores tipo
rhodopsina)

Transloccdo do ZAP-70 para a
sinapse imunoldgica

Sinalizac¢édo do PD-1

Degranulacéo dos neutrofilos

Ligacéo do ligante GPCR

Sinalizacao de interferon a/beta

Geracao de moléculas de segundo

mensageiro

Fosforilacdo de CD3 e cadeias zeta
TCR

Degradagdo da matriz extracelular

Sinalizacéo de interferon gama

35

106

16

18

132

126

33

22

17

55

40

1.4862x10!

2.2223x101

1.2195x10°°

1.55x10°°

5.2463x10%

5.25x10°°

5.2463x10°

5.2463x10%

5.2463x10%

1.2723x1078

3.5328x10%

37
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R-HSA-1442490 Degradacdo do colageno 32 6.6811x10%

R-HSA-375276 Receptores de ligacdo de 67 7.395x1008
peptideos

R-HSA-6809371 Formacéo do envelope cornificado 50 8.368x1008

R-HSA-6785807 Sinalizagdo de interleucina-4 e 44 1.1813x10°77

interleucina-13

R-HSA-6783783 Sinalizacéo de interleucina-10 25 2.22x10°97
R-HSA-1474290 Formacéao de colageno 37 7.0322x10%7
R-HSA-418594 Eventos de sinalizagéo G alpha (i) 108 1.4245x10°¢

Fonte: a autora.

5.3 ANALISE DE CONJUNTOS

Em paralelo a meta-analise, foi realizada uma andlise de conjuntos, onde os
DEGs obtidos dos trés estudos foram interseccionados. Dessa forma, foram obtidos
um total de 232 saDEGS, dos quais 219 eram up-regulated e 13 estavam down-
regulated. Na Figura 5, pode-se observar as intersecc¢des através dos diagramas de

Venn.



Figura 5. Analise de conjuntos oriundos dos DEGs dos trés estudos incluidos no
presente trabalho. 1A) DEGs totais. B) DEGs regulados positivamente C) DEGs
regulados negativamente.
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Fonte: a autora.
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No geral, os resultados das vias reguladas positivamente foram congruentes

com o que foi encontrado na meta-andlise. De fato, 14 das vias encontradas pelo

Reactome na analise de conjuntos também foram observadas na meta-analise.

Algumas das vias reguladas positivamente estavam envolvidas com sistema

imunolégico, a organizacao e degradacdo da MEC, os receptores de ligacédo ao ligante

peptidico, a formacdo e degradacdo do colageno e a classe A/l (receptores

semelhantes a rodopsina). Por outro lado, vias relacionadas ao metabolismo celular

geral foram reguladas negativamente.
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5.4 CHAMADA DE VARIANTES

Os arquivos FASTQ do RNA-seq dos trés estudos foram utilizados para realizar
uma chamada de variantes. Foram obtidas 323,827 variantes unicas dentre todas as
amostras. Dentre elas, 190,845 foram anotadas como SNPs e INDELS conhecidas.
Depois de aplicados os filtros de populacéo, profundidade e qualidade, foram obtidas
73,134 variantes em 12,665 genes. Elas foram distribuidas da seguinte forma: 39.577
em 3-UTR, 3.577 em 5'-UTR, 2.325 em sitios de splicing, 25.577 exdnicos, 22 splicing
de RNA néo codificante e 2.056 RNA nao codificante exdnico (Figura 6). Entre as
variantes exonicas presentes apenas em pacientes, 11.890 eram sinénimos, 12.266
eram nao-sindnimos, 35 eram perda inicial, 140 eram stopgain, 203 eram dele¢cbes
non-frameshift (sem deslocamento do quadro de aminoéacidos), 205 eram insercdes
non-frameshift, 120 eram dele¢bes frameshift (ha deslocamento no quadro de
aminoacidos) e 651 eram insercdes frameshift. De acordo com o que tem sido descrito
na literatura, a genotipagem identificou variantes em genes do complexo y-secretase:

PSEN, NCSTN, APH1 e PEN-2.

Figura 6. Distribuicdo das variantes por regido do genoma.
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Fonte: a autora

Assim, uma regulagcdo NOTCH defeituosa poderia influenciar diretamente no
desenvolvimento de manifestacfes clinicas comumente observadas em pacientes
com HS, como formacao de nddulos e inflamacgéo crénica (Gratton et al, 2020). Um
total de 34 variantes no complexo y-secretase apareceu apenas entre 0s pacientes.

As mutacdes foram distribuidas da seguinte forma: 12 no NCSTN, trés no APH1A,
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seis no APH1B, oito no PSEN1, trés no PSEN2 e dois no PSENEN. As variantes estao

descritas na Tabela 3..

Na Tabela 2 foram resumidas as mutacdes encontradas em regides exdnicas
de genes que ja foram ligados ao HS (Higgins et al. 2017; Jfri et al, 2020. Saito et al,
2018), excluindo-se variantes sindbnimas, e que apresentam frequéncia global menor

ou igual a 0,01.

Dentre essas variantes, uma ja foi relatada em pacientes com HS: uma
mutacdo stop gain NM_172341.4:c.168T>G (p.Tyr56X) do gene PSENEN
previamente associada a HS concomitante e a Doenca de Dowling Degos (DDD), uma
genodermatose rara, classicamente caracterizada por hiperpigmentacdo reticular
adquirida em locais flexurais (Pavlovsky et al., 2018). Outra variante ndo sindnima
NM_000243.2:c.2177T>C (p.Val726Ala) no gene MEFV, anteriormente associada ao

HS, também foi identificada (Jfri et al, 2020).

Ainda nesses genes, treze variantes em untranslated regions (UTR) foram
identificadas, doze em UTR-3' e uma em UTR-5'. Mutacfes de em UTR (untranslated
regions) podem modificar o transcrito final, afetando o seu processamento e a ligacao
de moléculas ligadas a traducéo. Estudos de associacao relacionam mutacdes nessas
regides a SM (rs2266788), nivel de colesterol (rs629301, rs629301, rs2297991) e
triglicerideos (rs964184) (Steri et al.,, 2018). Nao foram encontradas variantes de
importancia clinica em regibes de UTR-3' e UTR-5". Na HS, apesar de nao haver
muitos dados sobre a presenca de variantes em UTRs, uma variante
AIM2(ENST00000695580.1):¢c.-20-3301A>C, foi reportada em 6 de 12 pacientes com

a forma sindrdomica da doenca (Moltrasio et al., 2023).



Tabela 3. Eventos encontrados em nos genes NCSTN, APH1A, APH1B, PSEN1, PSEN2 e PSENEN, que sdo parte do complexo da

y-secretase.

Gene Chr Start End Ref Alt Funcéo ID AF
22689407

PSEN2 chrl 3 226894073 C A exonic 0,00002791
15026778

APH1A chrl 0 150267780 A T exonic rs996158631
16034904

NCSTN chrl 5 160349045 G A exonic rs34445546 0,0082

APH1B chrl5 63305770 63305770 C T exonic rs142676640 0,0004
15026554

APH1A chrl 2 150265542 A G UTR-3' rs192534646 0,0006

PSEN1 chri4 73223178 73223178 G A UTR-3' rs17125952 0,0238
16035878

NCSTN chrl 6 160358787 CA - UTR-3' rs141849450 0,0117
16035425

NCSTN chrl 2 160354252 C T exonic rs61748944 0,0086
16035297

NCSTN chrl 3 160352973 A G exonic rs2296270 0,0129
16035863

NCSTN chrl 8 160358638 C A UTR-3' rs1043230 0,0095
16035170

NCSTN chrl 9 160351709 C T exonic rs6664627 0,0527



APH1A

NCSTN

NCSTN

APH1B

PSEN1

APH1B

APH1B

APH1B

NCSTN

PSEN1

PSEN1

PSEN1

PSEN2

PSEN2

chrl

chrl

chrl

chrl5

chrl4

chrls

chrl5

chrls

chrl

chrl4

chrl4

chrl4

chrl

chrl

15026629
6

16034900
9

16034903
9

63277703

73222153

63307789

63305658

63308088

16035601
0

73186897

73223120

73223436

22687552
8

22689129
4

150266296

160349009

160349039

63277703

73222153

63307789

63305658

63308088

160356010

73186897

73223120

73223436

226875528

226891294

O r» O o

—

UTR-3'

exonic

exonic

exonic

UTR-3'

UTR-3'

exonic

UTR-3'

intronic

exonic

UTR-3'

UTR-3'

UTR-5'

exonic

rs201254525

rs34676243

rs35603924

rs117618017

rs362389

rs4984263

rs1047552

rs550957183

rs362396

rs7961

0,0002

0,0145

0,0158
0,0903
0,0567
0,058

0,0469

0,001

0,00003488

0,00000698
2

0,0096

0,0159

0,0799

0,0345
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PSEN1

PSEN1

APH1B

PSEN1

NCSTN

NCSTN

NCSTN

chri4

chr14

chrl5

chrl4

chrl

chrl

chrl

73211830

73220670

63302367

73222080

16035355
2

16035356
3

16035741
4

73211830

73220670

63302367

73222080

160353552

160353563

160357414

A

T

exonic

UTR-3'

exonic

UTR-3'

intronic

intronic

intronic

rs201776669

rs770742592

rs2369607

rs1124379

45

0,0004

0,0075

0,00002096

0,3131

0,631

0,242

Fonte: a autora
Legenda: Chr = Cromossomo; Start = Posicdo, em pares de base, do inicio da variante; End = Posi¢do, em pares de base, do fim da variante;

Ref = referéncia; Alt = Alternativo; AF = Allelic Frequency.



Tabela 4. Mutacdes encontradas em genes ligados a HS, em regides exodnicas e com frequéncia alélica menor que 0.01.
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Gene ID Chr Start End Ref Al Gendétipo Expressao Funcéo HGVS AF
t
NCSTN rs35603924 1 160349039 160349039 G C GG (50)/ 0.1087 SNV néo- ¢.G231C:p.E77D 0.00432
GC (1) sindnima
APH1A  rs996158631 1 150267780 150267780 A T  AA(B0)/ 0.5630 SNV néo- c.T123A:p.D41E 0.00010
AT(1) sindnima
APH1B  rs142676640 15 63305770 63305770 C T CC@»B0/ 0.2229 SNV néo- c.C640T:p.R214 0.000699
CT(@1) sinbnima
PSEN2  rs143912759 1 226894073 226894073 C A  CC (50)/ 0.4288 SNV néo- ¢.C1139A:p.T380K 0.00026
CA(1) sinbnima
PSEN1 rs117437479 14 73186897 73186897 - T --(50)/- 0.4542 insercdo €.526dupT:p.S178Ff 0.000006573
9 T(1) frameshift s*10
PSENEN rs751542345 19 35746709 35746709 T G TT(50)/ 0.1519 stopgain €.T168G:p.Y56X 0.000008
TG(1)
FGFR2 rs56226109 10 121565644 121565644 G A GG (49)/ 0.2413 SNV néo- c.C170T:p.S57L 0.003722
GA(2) sinbnima



MEFV

MEFV

NOD2

NOD2

NOD2

NOD2

NOD2

NOD2

NOD2

rs28940579

rs104895094

rs104895452

rs5743279

rs5743272

rs35285618

rs2066847

rs34684955

rs5743278

16

16

16

16

16

16

16

16

16

3243310

3243403

50722660

50712280

50710966

50712034

50729867

50699832

50712085

3243310

3243403

50722660

50712280

50710966

50712034

50729867

50699832

50712085

A

AA (50)/
AG(1)

TT(50)/
TC(1)

CC (50)/
CA(1)

GG (50)/
GA(1)

AA (49)/
AG(2)

GG (50)/
GA(L)

—~(50)/ -C
(1)

GG(50) /
GA(1)

CC (50) /
CG(1)

0.0215

0.0996

0.9148

0.1775

0.0699

0.2845

0.6377

0.2845

0.1038

SNV nao-
sinbnima

SNV néo-
sinbnima

SNV nao-
sinbnima

SNV nao-
sinbnima

SNV nao-
sinbnima

SNV néo-
sinbnima

insercdo
frameshift

SNV nao-
sinbnima

SNV nao-
sinbnima

C.T2177C:p.V726A

€.A2084G:p.K695R

¢.C2672A:p.A891D

¢.G2288A:p.R763Q

C.A974G:p.H325R

¢.G2042A:p.R681H

€.2936dupC:p.L980

Pfs*2

c.G337A:p.A113T

€.C2093G:p.A698G

0.001440

0.005245

0.000707

0.001217

0.000392

0.00198

0.015002

0.00251

0.00371
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NOD2 rs576658764

PSTPIP1  rs34240327

16

15

50711532

77032329

50711532

77032329

C

G

T

C

CC (50) /
CT(1)

GG (49)/
GC (2)

0.2845

0.4935

SNV nao-
sinbnima

SNV néo-
sinbnima

€.C1540T:p.R514W

c.G773C:p.G258A

0.00007

0.00461

Fonte: a autora
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Além das variantes em genes relacionados a doenca, foi criada uma segunda
tabela contendo potenciais novos marcadores genéticos de HS (Tabela 3). No geral,
foram observadas variantes em genes associados ao metabolismo celular, resposta
imune e homeostase da pele. Por exemplo, ACSF3 desempenha um papel crucial na
sintese de acidos graxos (Witkowski, Thweatt, e Smith, 2011), e sua desregulacdo
pode afetar a capacidade do corpo de processar certas proteinas e lipidios
adequadamente. Paralelamente, pode-se observar mutacbées em genes como
BTN2ALl, FNIP2, AKR1C3, ALDH6A1l, YTHDF1l, GALNT7 que também estdo
envolvidos no metabolismo de lipidios, proteinas, acidos graxos e esterdis. Variantes
associadas a resposta imune foram detectadas em genes como GSDMD, SIT1,
WDR92 e GPANK1. GSDMD, um gene que codifica a proteina Gasdermina D, € um
regulador positivo de IL-18 envolvido na morte celular por piroptose (Fenini, Contassot

e French, 2017) que foi encontrado regulado positivamente na meta-analise.

O gene SIT1 esta envolvido na regulacao da ativacao de células T (Arndt et al.,
2011), enquanto WDR92 esta envolvido na apoptose via ativagdo de caspase-3 (Saeki
et al., 2006). Variantes que prejudicam a apoptose dos queratindcitos podem estar
associadas a hiperqueratose responséavel pela ocluséo do foliculo piloso (Raj, Brash
e Grossman, 2006). No contexto da regulacéo da pele, foram detectadas variantes em
genes como KLF4, FLOT2, PHACTR4 e CORO1B. O KLF4 é necessario para o
desenvolvimento normal da funcéo de barreira da pele. Além disso, o KLF4 também
faz parte da via NOTCH. Finalmente, o MYOF desempenha um papel no mecanismo
de reparo da membrana celular das células endoteliais, que permite a rapida vedacéo
das membranas rompidas pelo estresse mecéanico (Dong et al., 2019. A diminui¢do do
namero de células endoteliais progenitoras circulantes e a disfuncéo endotelial na HS

foram previamente descritas (Gonzalez-Lépez et al., 2022; Matusiak et al., 2015).

As variantes encontradas pela chamada de variantes corroboram as vias
anormais encontradas pela meta-andlise. Portanto, a perda ou ganho de funcéo
desses genes deve ser bem investigada para melhor entender sua influéncia na

patogénese da HS.



Tabela 5 — Potenciais variantes patogénicas nao-sinénimas encontradas pela chamada de variantes em pacientes com HS com frequéncia alélica
maior que 0,01, escore CADD > 15 e diferencas genotipicas significativas (valor de p > 0,05)

=N
U

Genes DEGs SNP ID Ref Alt Gendétipos Expressao HGVS AF CADD

c.G1406A:p.R4
ACSF3 - rs144681140 G A GG (49)/GA(2) 0.0295 69Q 0.0032 22.9

¢.C859T:p.H28
KLF4 - rs139237114 G A GG (49)/GA(2) 0.0385 Y 0.0016 23.8

C.A371T:p.E12
DUSP23 - rs11544443 A T AA(49)/AT(2) 0.0475 4V 0.0022 25.1

c.G188A:p.R63
BTN2A1 - rs143104579 G A GG(48)/GA(3) 0.045 H 0.0096 18.01

c.G982A:p.A32
FLOT2 - rs3736238 C T CC(49)/CT(2) 0.0284 8T 0.0119 18.44

c.C335T:p.All
GPANK1 - rs35265780 G A GG(49)/GA(2) 0.04 2V 0.0096 32

c.C1653A:p.S5
FNIP2 - rs62001914 C A CC(49)/CA(2) 0.0476 51R 0.0092 24.8

c.G367C:p.E12
CORO1B - rs145707942 C G CC(49)/CG(2) 0.0462 3Q 0.0002 24.2

C.A1358T:p.E4
ADCY4 - rs61745073 T A TT(49)/TA(2) 0.0357 53V 0.0022 22.7



AKR1C3

ALDHG6A1

GSDMD

YTHDF1

MYOF

SIT1

RBMXL1

GALNT7

PHACTR4

down

down

up

up

rs34186955

rs139579994

rs62000416

rs141487890

rs61861290

rs138786883

rs139713926

rs144873913

rs72661785

CC(49)/CT(2)

GG(49)/GA(2)

CC(49)/CA(2)

GG(49)/GA(2)

GG(48)/GA(3)

CC(49)/CA(2)

TT(49)/TC(2)

CC(48)/CA(2)

GG(49)/GC(2)

0.0295

0.0395

0.0315

0.0344

0.0207

0.0496

0.0242

0.0496

0.043

c.C538T:p.P18
0S

c.C716T:p.P23
9L

c.C556A:p.L18
6M

c.C437T:p.Al4
6V

c.C4576T:p.P1
526S

c.G520T:p.A17
4S

c.A701G:p.Y23
4C

c.C1585A:p.P5
29T

€.G1609C:p.A5
37P

0.0086

0.0018

0.0056

0.0008

0.0062

0.0032

0.0022

0.0014

0.0036

23.3

27.9

23.4

24

26.2

17.54

255

30

26.3
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c.G841A:p.A28

WDR92 rs138784630 C T CC(49)CT(2) 0.04 1T 0.0072 23.4

*Chr = cromossomo; Ref = referéncia; Alt = alternativo; HGVS = Human Genome Variation Society (10.1002/humu.22981); AF = Frequéncia alélica; CADD =
Predicéo de impacto da variante
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6 DISCUSSAO

6.1 INFLAMACAO

E bem aceita a importancia das vias imunoldgicas na HS, cuja desregulacéo
pode predispor o desenvolvimento de reacdes inflamatérias exacerbadas. Muitos
genes diferencialmente expressos relacionados a inflamacao estao presentes na pele
lesionada e ausentes na pele controle saudavel. Esses DEGs sao cruciais para a
desregulacdo de vias comumente associadas a HS, ou seja, degranulacdo de
neutrofilos, sinalizag&o por interleucinas, cascata do sistema complemento, interacdes
imunorreguladoras entre uma célula linféide e néo linféide, peptideos antimicrobianos

e sinalizacdo de interferon.

No geral, os resultados estdo de acordo com os trés estudos utilizados e
corroboram o impacto da imunopatogénese do HS. Lowe et al (2020), ao comparar a
pele lesionada com a pele controle saudavel, identificaram IFN-y e IL-1B como DEGs
altamente regulados. Embora esses genes ndo estivessem presentes na analise de
conjunto, eles foram mais de 4 vezes superexpressos ha meta-analise. Os resultados
sugerem que a regulacdo positiva de ambas as moléculas pro-inflamatoérias sao
essenciais para a inflamacéao local e sistémica na condicéo da pele (Banerjee, McNish,
e Shanmugam, 2017). Nas lesdes de HS, o IFN-y pode funcionar como o ativador
primério dos macréfagos, que sdo as ceélulas inflamatérias mais numerosas
encontradas nos infiltrados (Shah, Alhusayen e Amini-Nik, 2017). Em condi¢des
normais, o recrutamento de macréfagos é crucial ndo apenas para a resposta imune,
mas também para a remocgdo de detritos celulares e promog¢éo da cicatrizagdo e

reorganizacao de areas dentro da inflamacao (Krzyszczyk et al, 2018). No entanto, a
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ativacdo desregulada e a proliferacdo de macréfagos podem contribuir para a
secrecdo elevada de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1B (Shah, Alhusayen e
Amini-Nik, 2017). A regulacao positiva de IL-1B exacerba a inflamacgao, contribuindo
para o recrutamento de outras células imunes para a lesdo e para a formacéo de pus
observada no abscesso do HS (Banerjee, McNish, e Shanmugam, 2017). Witte-
Handel et al. (2019), que também encontraram IL-1p altamente expressa em lesbes
de HS, acreditam que suas vias sdo de suma importancia para o fenotipo de HS.
Corroborando com essa teoria, foi encontrado um potencial ganho de mutacdo de
funcdo em um regulador positivo de IL-18, GSDMD, pela chamada variante, e
expressao supra-regulada de moléculas importantes para a sinalizacdo de IL-1 e
genes que estimulam ou sdo estimulados pela expressdo desta citocina foram

encontrados nos mDEGSs, cDEGs e saDEGs.

A IL-1B que pode ser expressa por queratindcitos (Mizutani, Black e Kupper,
1991) tem sido indicada como uma citocina chave para a diferenciacdo de células
TH17 (Mailer et al, 2015; Lasiglie et al, 2011). IL-17, secretada por TH17, foi regulada
positivamente nos cDEGs. Na HS, a liberagao de detritos foliculares na derme resulta
na ativacdo de uma resposta imune mediada por Th17 (Vossen, van der Zee e Prens,
2018). A IL-17 induz a expresséo de citocinas pré-inflamatdrias pelos queratindcitos,
contribuindo para a infiltracdo de células imunes por neutrdfilos, células dendriticas e
células T de memdria para a area lesional (Keijsers, Joosten e Koenen, 2014). No
entanto, Kelly e colaboradores propdem que as células Th17 estejam presentes na
pele do HS antes da formacao de uma leséo ativa, indicando que podem participar do
desenvolvimento da lesdo. Corrobora-se a regulacao positiva de IL-17A nos cDEGs e

IL-17F nos mDEGs. De fato, genes relacionados a sinalizacdo, como DEFB4A/B,
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MMP1, MMP9, que também foram encontrados em ambas as analises, tiveram as
posi¢cdes de produto mais altas na meta-analise. Outros genes da pele cuja expressao
aumenta na presenca de IL-17, nomeadamente psoriasina (S100A7), calprotectina
(S100A8/9), também foram encontrados supra-regulados na meta-analise. Uma vez
gue se acredita que os queratindcitos tenham um perfil inflamatério na pele do HS,
esses achados sugerem que interacdes viciosas entre queratinécitos e TH17/IL-17
contribuem mais para a inflamacé&o cronica do que para aumentar a resposta protetora
do tecido.

A IL-1B também parece estar associada as células B, influenciando sua
proliferacdo e diferenciacdo (Nakae et al, 2002). As assinaturas de células B
aprimoradas foram encontradas por Lowe et al (2020) e Gudjonsson et al. (2020)
guando compararam a pele lesionada de HS com controle saudavel e outras
condicdes da pele, como psoriase. Embora Witte-Handel et al. (2019) ndo exploraram
a sinalizacao de células B, eles mencionaram também encontrar regulacdo positiva
de CXCL13, um quimioatraente de células B (Kowarik et al, 2012). Véarios genes
associados a células B como MZB1, CD19, CD79A e CXCL13 foram encontrados dez
vezes mais expressos em lesdes de HS quando comparados aos controles. Todos
esses genes estdo presentes na lista contendo cDEGs. Isso pode sugerir que a
alteracao de células B € um evento comum para o desenvolvimento de HS. As células
B sdo importantes para a patogénese do HS, pois contribuem para a producéo de
autoanticorpos, fibrose, remodelacdo do estroma e resposta terapéutica (Frew et al,
2020). Este dultimo permanece controverso. Relatos usando rituximabe, um
medicamento que tem como alvo células B, mostraram melhorar o fenotipo de HS

(Takahashiet al, 2017) em alguns pacientes com HS e induzir o aparecimento de
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lesbes semelhantes a HS em outros (Faivre et al, 2016). Ao analisar os cDEGs e
MDEGs regulados positivamente na ferramenta de analise de genes PANTHER, a via
de ativacdo de células B (P00010) foi enriquecida com 5 e 18 genes, respectivamente,

implicando um papel importante das células B na manutencéo de lesbes de HS.

Gudjonsson et al. (2020) teve resultados semelhantes para IFN-y, mas nao
para IL-13. Em vez disso, eles encontraram regulacédo positiva de IL36A e IL36G.
Ainda assim, esses genes foram recentemente relatados como citocinas agonisticas
na superfamilia da interleucina IL-1 através da ativagédo do fator nuclear-kB (NF-kB) e
da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (Hessam et al, 2017). A IL-36A foi
encontrada na lista de cDEGs, o0 que significa que esteve presente
concomitantemente em todos os estudos, enquanto a IL-36G esteve presente apenas
nos mMDEGs. Do ponto de vista clinico, a regulacao positiva de IL-36 pode estar
associada a caracteristicas de HS bem estabelecidas. Hessam S. et al. (2017)
fornecem evidéncias de um papel pré-inflamatério distinto da IL-36 no
desenvolvimento de uma alga inflamat6ria comumente observada em fenétipos de HS.
Além disso, a IL-36 também induziu HS como acantose e hiperqueratose em

camundongos transgénicos (Tortola et al, 2012).

6.2 HOMEOSTASE DA PELE

As principais vias enriquecidas associadas a regulacdo da pele foram
organizagdo da MEC, queratinizagdo, formacdo do envelope cornificado,
diferenciacao de células epidérmicas, funcdo de barreira prejudicada e formacao de

colageno. Varias variantes associadas a interrupcao dessas vias foram identificadas
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pelo Variant Calling, sugerindo potenciais novos genes relacionados ao HS. Zouboulis
C.C. et al (2019) demonstraram que o processo inflamatdrio no HS esta relacionado
com anormalidades nessas vias de sinalizacdo. Por exemplo, a elafina (PI3), um
inibidor especifico da elastase que atua como peptideo antimicrobiano, e € expresso
por células epiteliais e algumas do sistema imunol6gico, apareceu oito vezes mais
expresso quando comparado aos controles. Além de atuar contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, patégenos flngicos, e estar envolvido na modulacédo da
via NFkB, secregao de citocinas e recrutamento celular (Verrier et al, 2012), o gene
gue codifica a elafina também foi correlacionado a diferenciacéo epitelial anormal em
um contexto de hiperproliferacdo (Wiedow et al, 1990). Além disso, foi encontrada
desregulacdo em alguns genes da superfamilia de inibidores de serina protease, a
serpina. Dentre eles, SERPINB4, SERPINB3, SERPINEL se destacaram no ranking,
corroborando o envolvimento dos foliculos pilosos. A superexpressao de serpinas foi
identificada anteriormente na bainha radicular interna e epitelial dos foliculos pilosos
em pacientes com HS (Zouboulis et al, 2019). Em geral, as serpinas estao associadas
a homeostase da barreira epidérmica e inflamacao cronica da pele (Sivaprasad et al,
2015). Esses papéis foram corroborados na dermatite atdpica e na psoriase
(Sivaprasad et al, 2015; Tian et al, 2012; Kantaputraet al, 2021), duas doencas que se
sobrep6em as vias moleculares com HS (Fletcher et al, 2020; Kaakati et al, 2021).
Assim, a regulacdo positiva de PI3 e SERPINAs pode estar associada a
hiperproliferacdo de queratindcitos responsavel pelo plug-in do foliculo piloso, uma

marca registrada do HS.

Além disso, varias citoqueratinas pareciam desreguladas. KRT6 e KRT16 séo

particularmente interessantes porque Sao0 expressos juntos na bainha radicular
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externa dos foliculos pilosos sob situacdes estressantes (Lessard et al, 2013). Em
condicdes homeostaticas, KRT6-KRT16 sdo co-expressos para responder a quebra
de barreira estimulando a hiperproliferacdo de queratindcitos interfoliculares,
modulando o ferimento (Zhang, Yin, e Zhang, 2019). A desregulacdo desses KRTs foi
previamente atribuida como biomarcadores de psoriase (Jiang, Hinchliffe, e Wu, 2015;
Mommers, van Rossum, van Erp e van de Kerkhof, 2000). Em paralelo, a
desregulacéo de outros MDEGs, como SPRR3, e varios subtipos de SPRR2 e SPRR1
também fornecem evidéncias de comprometimento da funcdo de barreira no HS. As
proteinas SPRRs desempenham um papel estrutural no envelope cornificado e o
SPRR3 geralmente ndo é detectado na pele normal (Tesfaigzi e Carlson, 1999). Foi
sugerido que a expressao alterada de SPRR3 pode afetar a funcéo de barreira através
da producdo alterada de andaime de envelope cornificado que prejudica a
organizacao supramolecular de lipidios derivados do corpo lamelar em estruturas de
bicamada normais (Elias e Wakefield, 2014; Carregaro et al, 2013). Este tipo de
desregulacao foi observado anteriormente na dermatite atopica, onde os envelopes
cornificados sdo mais finos que o normal (Guttman-Yassky et al, 2009). Assim, a
regulacdo positiva desses genes pode estar ligada ao afinamento do infundibulo
folicular, impactando, portanto, em sua fragilidade e suscetibilidade de quebrar

facilmente e iniciar uma reacdo imunoldgica.

Tao importante quanto a fragilidade do foliculo piloso é a familia de
metaloproteinases de matriz (MMPSs), uma protease extracelular dependente de zinco
gue quebra e remodela a matriz extracelular (Lukes et al.,, 1999). As MMPs
desempenham um papel importante na patogénese da HS porque estdo envolvidas

na inflamacéo e no afinamento da membrana basal que rodeia a unidade do foliculo
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piloso (Wolk, Join-Lambert e Sabat, 2020). Aqui, encontramos até 12 tipos de MMPs
reguladas positivamente, dos quais MMP1 e MMP3 ocupavam algumas das posi¢oes

mais altas na classificacdo geral da meta-andlise.

Além disso, genes relacionados a aquaporinas, como AQP7, AQP5, AQP6,
AQP8, AQP2, AQP4, AQP7P3, AQP7P1 e AQP4-AS1, também foram encontrados
como regulados negativamente nos mDEGs. Aquaporinas séo proteinas de canal de
membrana que, por meio do transporte bidirecional de agua, glicerol e pequenos
solutos através da membrana, desempenham um papel critico na barreira da pele
(Guo et al., 2013). Além de seu papel essencial para a atividade correta da barreira
da pele, as AQPs, principalmente a AQP7, também atuam na modulacdo das

respostas inflamatoérias da pele (Tricarico et al., 2022).

6.3 METABOLISMO CELULAR

A desregulacdo metabdlica na HS foi identificada através de genes e vias
down-regulated, como metabolismo dos lipidios e triglicerideos, metabolismo dos
acidos graxos e sintese de glicocorticoides. Adicionalmente, algumas variantes
encontradas podem ser associadas a desordem metabdlica na HS, incluindo a SM,
cuja patogénese ja foi relacionada a HS (Sabat et al, 2012; Mintoff et al, 2012; Shalom
et al, 2015), embora nao seja claro se a HS causa a SM e vice-versa (Mintoff et al,
2021). A SM é caracterizada pela combinacao de fatores clinicos como a obesidade,
hiperglicemia, dislipidemia e hipertensdo. Mesmo que sua presengca nao seja

mandatodria, a obesidade possui um papel critico no desenvolvimento da SM
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(Cameron et al, 2008) e na severidade da HS (Kromann et al, 2014; Balgobind et al,

2019), onde é considerada um risco primario para seu desenvolvimento.

Do ponto de vista molecular, a obesidade induz baixos niveis de inflamacéao
sistétmica e mudancas metabdlicas, aumenta as dobras cutdneas do corpo e,
consequentemente, o0 estresse mecanico, a maceracao e as condi¢cdes anaerobicas
dentro dessas dobras (Wolk, Join-Lambert e Sabat, 2020). Células inflamatdrias
incluindo macréfagos do tipo M1 e células T infiltram o tecido adiposo hipertrofiado e
fragilizado, produzindo citocinas inflamatorias e induzindo um padréo desregulado de
adipocinas (Curat et al, 2006). As adipocinas sdo citocinas secretadas pelo tecido
adiposo, e sdo secretadas por células da pele, como queratindcitos, melandcitos,
sebdcitos e fibroblastos, e sua expressdo anormal € associada com varias doencgas
inflamatorias da pele. Alguma delas, como a resistina (RETN), quemerina
(RARRES?2), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina 1-beta (IL-13) (Wolk
and Sabat, 2016) podem induzir a resposta inflamatodria, levando a alteracbes
metabdlicas e, a0 mesmo tempo, representando uma conexdo na interacdo da pele e
comorbidades metabdlicas (Wolk and Sabat, 2016). Essas citocinas pro-inflamatorias
foram identificadas expressas positivamente na meta-analise. Além de seu papel na
inflamacéo da pele com infiltracdo de tecido de células imunes e disfuncéo celular,
eles também impulsionam a resisténcia a insulina, distirbios do metabolismo da
glicose e lipidios e disfuncédo vascular (Nagai et al, 2002; Gustafson e Smith,2006;

Gustafson et al, 2006; Andersson et al, 2008).
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6.4 LIMITACOES

Esse estudo possui algumas limitagdes. Nem todos os estudos forneceram
dados clinicos dos pacientes, como peso, historico de tabagismo e raca. Informacdes
gerais sobre estilo de vida, comorbidades e diferentes fenétipos de HS néao foram
fornecidos por todos os estudos. Além disso, dados de sequenciamento do genoma
completo (WGS) ou exoma completo (WES) ndo estavam disponiveis. Dessa forma,
ndo se pode confirmar os resultados encontrados no variant calling por PCR ou
sequenciamento de Sanger. Mesmo assim, variantes relacionadas a HS foram
identificadas nos resultados. Por ultimo, dados de RNA-seq de pele néo-lesional ou
peri-lesional com pele saudavel ndo foram comparados. Dessa forma, néo foi possivel

investigar genes diferencialmente expressos presentes antes da formacao da leséo.

7 CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram que a variagdo da expressao de genes na
pele lesionada ligados a regulacdo inflamatoria, queratinizacdo e metabolismo
energético compdem os principais mecanismos da patogénese da HS Apesar dessas
trés vias serem uma rede altamente interconectada, ainda néo esté claro qual desses
eventos € responsavel por ativar, manter e/ou progredir na cascata patogénica da

doenga.

Os achados confirmam a multifatorialidade da HS, sendo necessarios mais
estudos para esclarecer ainda mais os mecanismos de desenvolvimento da doenca,
assim como seus gatilhos e genes alvo, para poder fornecer aos individuos afetados

um diagndstico mais preciso.
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