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RESUMO

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune que acomete
articulacbes sinoviais. A MyD88 atua como proteina adaptadora, mediando a
via TLRs (Toll Like Receptors) e a transcricdo para citocinas envolvidas na
doenca. Assim, € possivel que polimorfismos no MYD88 possam estar
envolvidos nos processos funcionais do gene, e consequentemente na
producdo de Interleucina 18 (IL1B). Este estudo avaliou se existe associacéo
entre o polimorfismo rs6853 no MYD88 e o possivel impacto funcional dele no
desenvolvimento da doenca. Pacientes com AR e individuos saudaveis (424 e
356, respectivamente) dos estados de Pernambuco e S&o Paulo, foram
genotipados para o polimorfismo rs6853 [A>G]. A analise funcional consistiu da
avaliacdo da expressdo génica de cultivo celular de mondcitos de individuos
com os genotipos AA, AG e GG, e também da avaliacdo da secrecgao de IL13
realizada por ELISA. O polimorfismo rs6853 foi associado com menor
suscetibilidade a AR em ambas as populacbes estudadas. O gendtipo GG
mostrou-se 4 vezes mais expresso que o RNAm do gendtipo AA, quando
estimulado com LPS, simulando o processo de inflamacdo. Entretanto, a
dosagem de IL1B apresentou niveis mais elevados para o gendtipo AA (44,83
pg/mL) comparado ao GG (8,33pg/mL), sinalizando que algum mecanismo de
regulacdo da expressao génica regulou a alta quantidade de mRNA do
gendtipo GG na condicao estimulada. Este estudo sugere, pela primeira vez, a

participacdo do polimorfismo rs6853 no processo de desencadeamento da AR.

Palavras-chave: MYD88; autoimunidade; mondcitos; interleucinas



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that affects synovial joints.
MyD88 acts as an adapter protein, mediating the TLR (Toll Like Receptors)
pathway inducing transcription for cytokines involved in the disease. Thus, it is
possible that polymorphisms in MYD88 may alter the transcriptional profile of
MYD88, and consequently in the production of Interleukin 13 (IL1B). This study
evaluated the possible association between rs6853 polymorphism in MYD88
and its possible functional impact on the development of the disease. Patients
with RA and healthy individuals (424 and 356, respectively) from the states of
Pernambuco and Sdo Paulo, were genotyped for rs6853 polymorphism [A> G].
The functional analysis consisted of the evaluation of the cell culture gene
expression of monocytes from individuals with the AA, AG and GG genotypes,
as well as the evaluation of IL1B secretion performed by ELISA. The rs6853
polymorphism was associated with lower susceptibility to RA in both studied
populations. The GG genotype was shown to be 4 times more express than the
AA genotype mRNA when stimulated with LPS, simulating the inflammation
process. However, the IL13 dosage showed higher levels for the AA genotype
(44.83 pg / mL) compared to GG (8.33pg / mL), signaling that some mechanism
of regulation of gene expression regulated the high amount of mMRNA from GG
genotype in the stimulated condition. This study suggests, for the first time, the

participation of the rs6853 polymorphism in the process of RA triggering.

Keywords: MYD88; autoimmunity; monocytes; interleukins



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —
Figura 6 —

Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —

Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 —
Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —
Figura 16 —

Figura 17 —
Figura 18 —
Figura 19 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Manifestacdo articular classica da AR: dedos em forma de
PESCOGO AE CISNE....eiiiiiiiiiiiiit e e e e e e eas
O quadro a seguir mostram critérios para classificacao
diagnostica da AR .......eeii i
Representacdo da conversdo do aminoacido arginina para
(o311 1] = TSP
Imagem classica de um fator reumatoide: Anticorpo IgM
dirigido a porcéo Fc da imunoglobulina G.............ccceeevviiiinnnn,

Esquematizacdo do inicio da AR...........cccceeeieiiiieeeeeeeeeeeeeiiiis
Os fibroblastos sinoviais contribuem para fisiopatologia da AR
atraves da reducao da apOPLOSE.........ceeeeiiiiriiieeeniiiiieeeeee e

Estagios do dano 6sseo na artrite reumatoide.........................

O papel dos macrofagos Na AR..........evveveevviiiiiiieeee e,

Panorama histérico de polimorfismos de susceptibilidade a
AR Identificados. .......ueeeiiiiiiiieieeice e
A via dos receptores do tipo Toll (adaptado de Wang 2014).....
localizac@o do gene MYDS88...........ccoooeeiiiiiiiiiieeecre e
Dot plot por densidade da regido dos mondcitos com aumento
€ 1000 VEZES.....ccieeeeeeeeeeeeiiee e e e
Estratégia de gate utilizando SSC e CD45 para determinar
células positivas para CDA45............uuuuuiiiiiiiiiieeeeeeeee e,

Histograma representando a populacdo relativa de células
positivas para CD45 que também expressam CD14.................
Dot plot representativo das subpopula¢des de mondcitos........
Histograma representativo da intensidade média de
fluorescéncia para 0 marcador CD14............coovvveveeiineenicennennnn.
Expresséo do MYD88 em relagcdo aos genotipos..........ccc.........
Producéao total de IL1 a partir de cultivo de mondcitos............
Producéo total de IL1B a partir de cultivo de mondcitos com

estratificacdo para 0S genotipoS.........ccoeveveeviviiiiiiiiiiieeeee e

17

19

20

22
23

25
26
28

32

36

37

52

52

53
53

54
55
56



Tabela 1 —
Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

LISTA DE TABELAS

Par de primers para deteccdo do mRNA do gene MYD88 .... 46
Caracterizacdo das populacdes de estudo............cceeeeeeeerenee. 49

Distribuicdo alélica e genotipica e andlises estatisticas para

o polimorfismo rs6853 na populagdo de Pernambuco............ 51

Distribuicdo alélica e genotipica e analises estatisticas para

o polimorfismo rs6853 na populagédo de Séo Paulo............... 51



SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt ettt st 13
2 OBJIETIVOS ... 14
2.1 ODJELIVO QEIAl ...uii e 14
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS ..uuuiiii i 14
3 REVISAO DA LITERATURA .....oiiiiiiice ettt 15
3. L EPIAeMIOIOQIA . .cccc e 15
3.2 ManifestagBes ClINICAS .....ccuuiiiiiiiiiiiiieie e 16
3.3 Classificac8o diagnostica da AR ...t 17
3.3.1 O mecanismo de citrulinagao e 0S autoantiCorposS ...........coevveeeeeeeeeeeeennn. 19
3.4 IMUNOPALOIOGIA...ce e 22
3.4.1 O papel dos mondcitos e macrofagos na AR ........ooooeeeeeiiieiieee 27
3.5 Fatores GeneétiCoS da AR ....cooo oot 29
3.5.1 Agregacao familiar ..........cccoooeeiiiiiiiiiie e 29
3.5.2 MHC d€ ClASSE Il ..ot 30
3.5.3 Genes fora do MHC de ClasSe Il .........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 31
3.5.2 GENES dAS CItOCINGAS ....eeeiiiieeeiiiiiiiiiiie et e et e e e e 32
3.5.3 A via dos receptores do tipo TOll ........ccooeeeiiiiiiiiiiii e, 35
3.5.4 GENE MYDBB..... ..o 37
4 MATERIAS E METODOS ..., 40
4.1 Recrutamento de pacientes com Artrite Reumatoide ..........cccccevveeeene. 40
4.2 Recrutamento de individuos SAUdAVEIS .........ceevvieiieieieiiiiiiieeeee e 41
4.3 COMITE AE ELICA w.evveueeeeeeeeieeeeeeeeeeee ettt 41
4.4 Coleta de sangue, extracao e quantificacdo do DNA gendmico........... 42
4.5. Selecéo do polimorfismo de base unica (SNP) .......cccccvvviiiiiiiiiiininnnnn. 42
N CT=T aTo )] o =T =] o TP 43

4.7 Isolamento de células mononucleares e cultivo de monécitos gendtipo

[0 LU= T 1o 1SS 43



4.8 Imunofenotipagem por Citometria de FIUXO .........ccooiiiiiiiiiiiiiiines 44
4.9 Extracdo de RNAmM e sintese de CDNA .........ccooiiii i, 45

4.10 Desenho e validacédo de primers para avaliacdo da expressao génica

...................................................................................................................... 46
4.11 PCR em Tempo Real quantitativa .........ccccccceeeieie e, 47
4.12 Avaliagc8o da EXPressao GENICA ........cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeee a7
4.13 Quantificagdo de ILAB .......ooooeiiiiiii 48
4.14 ANAlISES ESTAtISTICAS ...uuvviiiiii ettt 48
. RESULTADOS . ...t e e e e e e e e e e e e eaaeees 48
5.1 PopulagG8o de eStUAO ....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 48
5.2 Associacao alélica e genotipicacom aAR ... 49
5.3 Imunofenotipagem doS MONOCITOS .....ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 51
5.4 Andlise da eXpreSSA0 gENICA .......cuuuuuiiiieeeeeieiiiiiii e e e e e e e e e eenanns 54
5.5 Dosagem de IL-1B do sobrenadante de cultura...........cccccceeeeeiieeeeeennnnn, 55
B DISCUSSAD ...ttt 57
7 CONCLUSAOD ..ottt 60
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 61

ANEXO | - Artigo publicado na revista Scandinavian Journal of

RNEUMATOIOQY . ¢eeiiiiiiiiiiiiitie bbb aeeneee 74
ANEXO II - Artigo publicado narevista Rheumatology.......cccccccvvvvviiinnnnnnn. 77

ANEXO 1l — Parecer do Comité de Etica das amostras do Estado de S&o

ANEXO IV - Parecer do Comité de Etica das amostras de Pernambuco .. 80
ANEXO V = Curva de calibrag@o do ELISA ..o, 81

ANEXO VI — Eletroforese em gel de agarose para avaliar a integridade do
A N0 [ o U AU - 82

ANEXO VII - Curriculo Lattes referente ao periodo do mestrado............... 83



13

1 INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide (AR) € uma doenca autoimune de carater
inflamatério que acomete 1% da populacdo mundial. De etiologia
desconhecida, a AR é classificada como doenca multifatorial, pois fatores
genéticos, ambientais e imunolégicos possuem papel relevante na
imunopatologia da doenca. Esse distarbio € uma artropatia de evolugéo crénica
e de alta morbidade em decorréncia das deformidades 0sseas. Dessa forma, é
importante ressaltar que os pacientes com AR possuem diminuicdo da
capacidade laboral, gerando impactos na vida pessoal e social, além dos
impactos previdenciarios para a economia.

A AR é uma doenca caracterizada pela inflamacéo e espessamento da
membrana sinovial, denominado pannus, provocada pela perda da capacidade
de apoptose dos fibroblastos sinoviais. Na articulagdo de um paciente
acometido pela AR, ocorre a formacdo de vasos sanguineos por onde
leucdcitos migram para o interior da articulagdo. O pannus € responsavel pela
secrecao de citocinas proinflamatérias, moléculas essenciais para manutengao
do estado inflamatério. Estas citocinas sdo produtos de ativacdo da via dos
receptores do tipo Toll que estdo cronicamente ativados em pacientes com AR.

Os fatores genéticos envolvidos na AR incluem principalmente os
polimorfismos da base Unica (SNPs). Estas variantes genéticas, quando
associadas a doenca, podem representar importantes marcadores tanto para
susceptibilidade quanto para o progndéstico da doenca. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar se a variagcdo genética rs6835
[A>G] no gene MYD88, que produz uma proteina adaptadora MYD88, pode
contribuir para a susceptibilidade a AR, além de observar em modelos celulares
de mondcitos a influéncia desse SNP no perfil de expressdo génica do MYD88
e, consequentemente, a participacdo do gene nas vias de sinalizagcdo da
resposta imune, gerando um maior conhecimento em relagdo ao
desenvolvimento da AR, que poderdo futuramente ser utilizados para o

desenvolvimento de ensaios farmacogenéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar a possivel associacdo de

polimorfismo no gene MYD88 com a susceptibilidade a artrite reumatoide e a

sua modulacao na expressao génica.

2.2 Objetivos especificos

Selecionar polimorfismos e determinar as frequéncias alélicas e
genotipicas para esses SNPs no gene MYD88 em pacientes com artrite
reumatoide e individuos controle;

Avaliar a possivel associacdo destes polimorfismos com a
susceptibilidade a artrite reumatoide e com os indices clinicos da doenca,
como: DAS28, HAQ, CDAI e positividade para FR;

Avaliar se os polimorfismos estudados alteram o perfil de expressao do
gene MYD88 em culturas de mondcitos genoétipo guiadas;

Mensurar a interleucina 1B no sobrenadante de cultivo dos mondcitos

genatipo guiadas e correlacionar com o perfil transcricional de MYD88
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Epidemiologia

A Artrite Reumatoide (AR) é a artrite inflamatéria mais comum e que
causa maior incapacidade funcional, sendo associada com alta morbidade e
mortalidade. A expectativa de vida dos pacientes com AR é cerca de 3 a 10

anos menor que na populacéo em geral.

A incidéncia e prevaléncia da AR é variavel entre populacfes diferentes.
A prevaléncia tanto no Norte da Europa quanto na América do Norte é mais
alta que no Sul da Europa, sendo 05% a 1,1% e 0,3% a 0,7%,
respectivamente. No Brasil, estudos de prevaléncia mostram uma variacdo
entre 0,2% e 1%. Quanto a incidéncia, na América do Norte e no Norte da
Europa, varia entre 20 a 50 casos/100.000 habitantes/ano (CARMONA et al.,
2010), enquanto no Sul da Europa essa taxa € mais baixa, entre 9 a 24
caso0s/100.000 habitantes/ano. Ndo ha estudos de incidéncia da doenca no
Brasil. Essa diferenca entre as taxas de prevaléncia e incidéncia nas diferentes
regibes do mundo deve-se principalmente as variacdes genéticas,
populacionais e ambientais (ALAMANOS; VOULGARI; DROSOS, 2006;
CARMONA et al., 2010; TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010).

Assim como outras doencas autoimunes, a AR €& mais comum em
mulheres do que em homens, na proporgao de 4:1. Em um estudo realizado no
estado do Piaui, foi observada a relagdo de 8 mulheres para cada homem
afetado pela doenca (ALMEIDA; ALMEIDA; BERTOLO, 2014). Em
contrapartida, em estudo retrospectivo realizado por Louzada-Junior et. al
(2007) no estado de Sao Paulo, foi observada uma relagcdo de 5:1. Em um
estudo mais recente, realizado na cidade de Cascavel (Parand), a relacao
encontrada foi semelhante a do estado de Sao Paulo, com a propor¢éo de 5,3
mulheres para cada homem afetado (MAXIMIANO DAVID et al., 2013). Dessa
forma, os estudos brasileiros estdo em concorddncia com o0s estudos
internacionais, onde as mulheres sdo mais acometidas pela AR que 0os homens
(LOUZADA-JUNIOR et al., 2007).

A forma infantil da doenca, denominada Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ),

acomete criancas e adolescentes até 18 anos de idade. Nos Estados Unidos, é
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a segunda doenca mais frequente do tecido conectivo na infancia, com
prevaléncia de 7 a 400 casos/100.000 criancas e incidéncia de 0,8 a
22,6/100.000/ano (MANNERS; BOWER, 2002).

Aproximadamente 55% dos pacientes com AR estdo em idade laboral,
portanto, a doenga também exerce impacto no sistema publico de saude
(SUS), na previdéncia social e na economia do pais. Um individuo com AR
possui reducdo na produtividade laboral, afetando aproximadamente 16-20%
dos homens e 25-37% das mulheres nesta fase da vida. Neste caso, 0s
pacientes necessitariam de 1,15 horas extra por dia para realizar todas as
atividades laborais. Outro fator que merece destaque € o risco elevado de
desemprego em individuos com AR, que atinge 1,2 a 3,4 vezes quando

comparada a populacao ndo portadora de doencgas autoimunes (Moli 2013).

A AR corresponde a dois ter¢os dos pacientes com alguma incapacidade
funcional. O perfil de pacientes com AR que possui alguma incapacidade
também varia durante o curso da doenca atingindo até15% no primeiro ano,
entre 20 e 40% até os 3 anos e 50-60% até 10 anos apds o desenvolvimento
da doenca. O percentual ainda € maior apds esse periodo com 80% apo6s 15
anos e 90% apos 30 anos de desenvolvimento da AR (GRONDAL et al., 2008).

Devido aos custos diretos e indiretos, e ao aumento da expectativa de
vida da populacdo, a AR pode ser considerada uma doenca de alto custo. Em
um estudo realizado no estado de Santa Catarina no ano de 2010, o custo
médio de um individuo com AR para o SUS foi de R$ 19.860,16, sendo o SUS
responsavel pelo pagamento de 73,6% do total desse valor. Deste valor,
90,8% corresponde a aquisicdo de medicamentos; 2,5% as hospitalizacées;
2,2% aos exames complementares e 2,1% as consultas médicas periddicas.
Esta despesa € maior que o Produto Interno Bruto (PIB) per capita, que foi de
R$ 19.016,00 naquele mesmo ano (GOMES et al., 2017).

3.2 Manifestacdes Clinicas

O curso clinico da AR é variavel, apresentando periodos de doenca ativa
e de remissao. Os primeiros sintomas da doenca sao: fadiga, mal-estar, dor

musculoesquelética generalizada, e, apds semanas ou meses, envolvimento
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das articulagdes. E importante ressaltar que as manifestacdes clinicas da AR

sao divididas em articulares e extra-articulares (GOELDNER et al., 2011).

As manifestacfes articulares da AR podem ser reversiveis durante a
fase inicial da doenca, porém, as altera¢gbes relacionadas ao dano cumulativo
da doenca séo irreversiveis, pois significa que danos aos componentes das
articulacbes foram estabelecidos. Nesses individuos, as articulagdes
apresentam-se edemaciadas, quentes e dolorosas, caracterizando a poliartrite
simétrica. Geralmente o acometimento articular é simétrico e as pequenas
articulacbes sdo afetadas antes das maiores. Além disso, uma grande
particularidade da AR € a rigidez matinal; este sintoma é sugestivo de AR
guando tem duracao maior que 60 minutos (DAVID et al., 2013).

Sem o diagnéstico precoce e tratamento inicial, a evolu¢do da doenca é
progressiva e leva a deformidades nos ossos, cartilagens, cdpsula articular e
tenddes (GOELDNER et al., 2011). Em fases mais tardias ocorre ainda desvio
radial do punho e ulnar dos dedos, caracterizando a deformidade classica da

doenca que séo os dedos em forma de pescoco de cisne (Figura 1).

Figura 1 — Manifestacéo articular classica da AR: dedos em forma de pescoco de cisne
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Fonte: Revista Brasileira de Medicina

3.3 Classificacdo diagndéstica da AR

7

A classificagdo diagnostica da AR é realizada através de achados
clinicos e exames laboratoriais. Até 2010, a classificacdo era baseada nos
critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR), estabelecidos em
1987. Esses critérios, no entanto, eram eficientes para diagnosticar apenas a
AR bem estabelecida, pois incluiam alteracdes radiograficas e nddulos
reumatoides, entretanto eram ineficientes para identificacdo da AR inicial.

Visando diminuir o tempo de diagndstico e a rapida intervencédo terapéutica,
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novos critérios foram estabelecidos em 2010 pelo ACR juntamente com a Liga
Europeia de Combate ao Reumatismo (EULAR) (ALETAHA et al., 2010), onde
dados laboratoriais de atividade inflamatoria e sorologia foram adicionados a
esses critérios. Os dados laboratoriais exigidos para diagnosticar e avaliar a
atividade da doenca sdo as provas de atividade inflamatoria, avaliadas pela
velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e dosagem da proteina C reativa
(PCR). Ja os dados sorolégicos envolvem a positividade para o fator
reumatoide (FR) e para a produgcdo de autoanticorpos contra peptideo
citrulinado ciclico (anti-CCP), que serdo explicados com detalhe na proxima
secdo 2.2.1. (ALETAHA et al., 2010).

Para ser avaliado pelos critérios classificatorios do ACR/EULAR 2010, o
paciente deve apresentar sinovite clinica ativa no momento da avaliacdo em
pelo menos uma articulacdo. Além disso, esses critérios serdo aplicaveis
apenas aos pacientes cuja sinovite ndo possa ser explicada por outros
diagnoésticos. Os critérios atuais baseiam-se em um sistema de pontuacéo
através de escore de soma direta, onde as manifestacbes sao divididas em
quatro eixos: acometimento articular (0-5), sorologia (0-3), duracdo dos
sintomas (0-1) e provas de atividade inflamatdria (0-1). Nesse aspecto, um
paciente € classificado como tendo AR quando a pontuacdo minima de 6
pontos € atingida. (ALETAHA et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - O quadro a seguir mostram critérios para classificacdo diagnostica da AR

Critérios Pontuacao
A Envolvimento articular — por envolvimento entende-se edema ou sensibilidade a palpacéo, que
pode ser confirmado por exames de imagem. Excluem-se: interfalangianas distais, primeira
carpometacarpiana e primeira tarsometatarsiana

¢ ] articulagdo grande (cotovelos, ombros, joelhos, coxofemorais e tornozelos) 0
¢ 2-10 articulacdes grandes (cotovelos, ombros, joelhos, coxofemorais e tornozelos)
* 1-3 articulagdes pequenas (com ou sem envolvimento de articulagdes grandes). Sao 2

articulagdes pequenas: metacarpofalangianas, interfalangianas proximais, segunda a quinta
metatarsofalangianas, interfalangianas do halux e punhos

¢ 4-10 articulacdes pequenas (com ou sem envolvimento de articulacdes grandes). Sao 3
articulacdes pequenas: metacarpofalangianas, interfalangianas proximais, segunda a quinta
metatarsofalangianas, interfalangianas do halux e punhos

* + 10 articulagdes (com pelo menos uma articulacao pequena inclufda) 5
B Sorologia - 0 resultado de pelo menos um teste € necessério para a classificagao
* FR negativo e anti-CCP negativo (valores inferiores ou iguais ao limite fornecido pelo 0
laboratério)
* FR positivo fraco ou anti-CCP positivo fraco (valores positivos fracos = até trés vezes o limite 2
positivo fornecido pelo laboratério)
» FR fortemente positivo ou anti-CCP fortemente positivo (valores fortemente positivos = trés 3

vezes acima do limite positivo fornecido pelo laboratério)
C Reagentes de fase aguda - o resultado de pelo menos um teste é necessério para a classificacao

* PCR e VHS normais 0

* PCR ou VHS alterados 1
D Duracao dos sintomas autorreferidos pelo paciente

* < 6 semanas 0

® > 6 semanas 1

Fonte: Goeldner et al., (2011)

3.3.1 O mecanismo de citrulinacdo e os autoanticorpos

A presenca de proteinas citrulinadas foi inicialmente relatada como um
processo presente em tecidos inflamatérios (DARRAH et al., 2013; VIATTE et
al., 2016). Peptideos citrulinados foram detectados em amostras de bidpsia
sinovial de pacientes com AR, enquanto que a biopsia sinovial de individuos
saudaveis exibiram quantidades escassas desses peptideos, sugerindo um
possivel papel da citrulinacdo na AR (ANZILOTTI et al., 2010).

A citrulinacdo € a modificacdo poés-traducional do aminoacido arginina
pelo aminoacido citrulina catalisada pelas peptidildeiaminases (PADSs)
dependentes de calcio. Cada aminoacido convertido leva a um aumento de
massa de 0,984 Da e a perda de carga positiva da arginina (Figura 3) A
alteracdo na carga da arginina provoca uma mudanca significativa na acidez da
cadeia lateral do aminoacido, alterando, dessa forma, o ponto isoelétrico (pl) de

11,41 para 5,91. Além disso, ela pode influenciar a capacidade de formacao de
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ligacdes de hidrogénio e interacdes com outros aminoacidos. Assim, é possivel
que uma alteracdo conformacional possa ocorrer e, consequentemente, uma
eventual alteracao funcional, resultando no aumento da meia-vida da proteina
constituida pela citrulina ao invés da arginina. Essa alteracdo irA aumentar
consequentemente a imunogenicidade das proteinas, atravées do
reconhecimento das células apresentadoras de antigeno, desencadeando,

dessa forma, uma reacdo autoimune (VALESINI et al., 2015).

Figura 3 -- Representagdo da conversdo do aminoéacido arginina para citrulina. A reacéo é
catalisada pelas enzimas PAD. Esta conversao leva a mudanca na estrutura terciaria dos

peptideos citrulinados.
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|
PARVAN VALNVAN
Peptidilarginina deiminase
=
NH Catt NH
| |
I\ 7\
HN NH, 0 NH,
L-arginina L-citrulina

Fonte: Adaptado de Alarcon et. al (2007).

No contexto da AR, a citrulinacdo esta relacionada com a producéo de
autoanticorpos contra peptideo citrulinado ciclico (anti-CCP). Estes anticorpos
apresentam especificidade de 90% para AR (PAYET et al., 2014), podendo
predizer o desenvolvimento da doenca até 10 anos antes do inicio dos
sintomas. Com isso, 0s anti-CCPs se tornaram importantes biomarcadores
clinicos da AR, sendo inseridos desde 2010 como um dos critérios de
diagnostico pelo ACR/EULAR (ALETAHA et al., 2010). Outro fator importante
na positividade do anti-CCP € o seu valor prognéstico, uma vez que a
positividade para o anti-CCP esta relacionada ao pior prognostico da doenca,
sendo que esses pacientes terdo maior frequéncia de consultas e necessitara
de um tratamento mais agressivo para controlar a doenca (VAN DER HELM-
VAN MIL et al., 2005).
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A estreita associacdo entre a taxa de destruicdao das articulacdes e a
positividade para o anti-CCP ocorre devido a presenca aumentada de células B
produtoras do anti-CCP no fluido sinovial, sugerindo a producao local de anti-
CCP no interior das articulagbes (SNIR et al., 2010). Esses anticorpos formam
imunocomplexos com as proteinas citrulinadas, e levam ao recrutamento de
células que induzem a producdo de citocinas proinflamatorias, atuando no
inicio da reacao autoimune que desencadeia a AR (ROOS et al., 2016).

Embora o anti-CCP seja considerado o melhor teste diagndstico para a
AR, seu custo é elevado, inviabilizando o acesso desta ferramenta diagnostica
pelos pacientes do SUS. Por essa razdo, o Fator Reumatoide (FR) € o mais
usual para a classificacdo diagndstica da AR atualmente.

O FR corresponde a uma classe de autoanticorpos dirigidos contra a
regido Fc da imunoglobulina G (Figura 4). Porém alguns isotipos de IgM, IgA,
IgE e IgD também sdo detectados. O FR é detectado em até 52% dos
pacientes com AR, mas em menos de 5% dos pacientes com outras doencas
do tecido conjuntivo. Além disso, a presenca de isotipos IgA e IgG-RF na
auséncia de IgM-RF é mais prevalente em pacientes com doencgas do tecido
conjuntivo do que nos pacientes com AR, ao passo que um aumento nos RFs
IgM e IgA é quase exclusivamente observado em pacientes com AR. A
especificidade IgM-RF aumenta consideravelmente em titulos elevados (BAX;
HUIZINGA; TOES, 2014)

Apesar de sua baixa sensibilidade e especificidade, os FRs foram
inicialmente detectados em pacientes com AR, mas também podem ser
encontrados em pacientes com outras doengas autoimunes e ndo-autoimunes,
assim como em individuos saudaveis (SONG; KANG, 2010). O FR parte da
propedéutica para o diagnéstico diferencial de artropatias. Na pratica clinica, €
recomendada a dosagem de anti-CCP e fator reumatoide juntos, pois os dois
marcadores melhoram a precisdo do diagnostico, em especial no caso da
artrite (INGEGNOLI; CASTELLI; GUALTIEROTTI, 2013).
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Figura 4 — Imagem classica de um fator reumatoide: Anticorpo IgM dirigido a porcéo Fc da

imunoglobulina G

igM

3.4 Imunopatologia

As doencas autoimunes sdo caracterizadas pela falha nos mecanismos
de tolerancia imunoldgica através da supressdo de células e moléculas
reguladoras, além de apresentar uma resposta imune exacerbada dirigida a
antigenos proprios. Essas alteracbes desempenham papel central na
imunopatologia da AR. Nesse contexto, é valido analisar como as células e
moléculas proinflamatérias contribuem para a imunopatologia da AR
(RAMIREZ et al., 2016).

Acredita-se que o inicio da AR ocorra com a deteccdo dos peptideos
citrulinados em individuos geneticamente suscetiveis. A citrulinagdo pode
ocorrer mediante peptidil deiaminases (PADs), que sdo enzimas presentes na
P. gingivalis, bactéria causadora da gengivite. Em humanos, a PADI4 também
esta relacionada com o aumento da citrulinagéo. Esse mecanismo pode formar
neoepitopos, acarretando a formagédo dos anti-CCPs (Figura 5) (KOZIEL;
MYDEL; POTEMPA, 2014).
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Figura 5 — Esquematizacao do inicio da AR. Em individuos geneticamente suscetiveis,
peptideos citrulinados sdo apresentados por células apresentadoras de antigenos para ativar
células T, e por sua vez, induzir as células B a produzirem anticorpos dirigidos aos peptideos
citrulinados. O anti-CCP se liga a peptideos citrulinados formando imunocomplexos que, por

sua vez, podem mediar inflamac&o sinovial por ativar o sistema complemento e receptores de
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As células circulantes da sindvia detectam imunocomplexos, conduzindo
a um aumento da vasopermeabilidade preferencialmente nas extremidades
distais. Posteriormente, o aumento da permeabilidade vascular permite o
influxo de células inflamatorias para os tecidos articulares (A. HITCHON; EL-
GABALAWY, 2011). E conhecido que os complexos imunitarios estio
presentes no sangue e no fluido sinovial de pacientes com AR estabelecida,
mas o seu papel nas fases iniciais da doenca ainda ndo estd bem
elucidado. As células dendriticas (CD) sédo fundamentais para a imunidade
inata e podem iniciar e/ou perpetuar a sinovite, apresentando antigenos
artritogénicos aos componentes do sistema imune adaptativo. A ativacédo e
maturacdo de CD ocorre ap0s a exposicdo a agentes microbianos, incluindo

produtos de virus e bactérias, além de citocinas, imunocomplexos e até mesmo
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a interrupcdo do contato célula-célula. As células dendriticas expressam
guimiocinas e o TLR9 e estdo em maior quantidade na AR, principalmente nos
soropositivos para o FR e anti-CCP. Essas células também secretam IL-18 e
IL-15, que terdo seus papéis discutidos adiante, além de IL-23, que promove a
expansao das células Thl7 (LEBRE et al., 2008).

Os fibroblastos sinoviais sdo predominantes na sindvia de pacientes com
AR. Este tipo celular é ativado através dos receptores do tipo Toll no estagio
inicial de ativacao sinovial por componentes microbianos, ligantes endégenos
ou até mesmo RNA oriundo de células que sofreram necrose no fluido sinovial
(OSPELT et al., 2008). Nos fibroblastos sinoviais, os TLRs levam a producédo
de citocinas proinflamatorias, como a IL-18, que promovem a quimiotaxia de
monacitos para o interior da articulagdo. Além disso, a resposta Th1l promove o
aumento da expressédo de I-CAM e V-CAM, além de metaloproteinases nos
fibroblastos sinoviais (HU et al., 2014).

As metaloproteinases (MMPs) sdo endopeptidases que estdo envolvidas
na remodelacdo tecidual. Sua atividade catalitica € finamente regulada pelos
inibidores de metaloproteinases de matriz (TIMPs). Citocinas proinflamatérias,
como o TNFa e IL1[3, assim como fatores de crescimento induzem a expressao
de MMPs via ativacdo transcricional. Os efeitos especificos de diferentes
citocinas na expressao das metaloproteinases dependem do tipo celular e da
via de transducéo de sinal ativada (ZEISEL et al., 2005)

Os fibroblastos sinoviais também secretam IL-32, uma citocina que
induz a expressdo de TNFa, IL-1 e IL18 por macrofagos e células dendriticas
(Brentano et al 2005). A Figura 6 esquematiza as principais funcbes dos
fibroblastos sinoviais na imunopatologia da AR.
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Figura 6 — Os fibroblastos sinoviais contribuem para fisiopatologia da AR através da reducao

da apoptose (formando o pannus), além de estimular a producéo de proteases que degradam a

matriz extracelular e promovem invasédo da cartilagem. Além disso, sdo capazes de produzir

uma variedade de moléculas que modulam o crescimento, a inflamacéo, a angiogénese € 0

recrutamento celular, e induzem a ativagdo e a producéo de citocinas por células imunitarias
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Fonte: Adaptado de Bottini (2013).

A presenca de angiogénese € outra caracteristica fundamental na

fisiopatologia da AR. Ela ocorre na fase inicial da doenca, ainda assintomatica.

Diversos fatores pro-angiogénicos sao expressos pelos fibroblastos sinoviais,

como a IL-18, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de

crescimento basico para fibroblastos e TGFB (fator de crescimento tumoral )

(HITCHON et al.,

2002). Esse mecanismo leva a infiltracdo de células

mononucleares, promovendo a hiperplasia da membrana sinovial, contribuindo
para a formacdo do pannus (BAETEN et al., 2000; MUZ et al., 2009)

A formacdo do pannus e a hiperplasia sinovial sdo caracteristicas

marcantes da AR causadas pela proliferagéo de fibroblastos e infiltracdo de

células do sistema imune. O pannus &

um tecido edemaciado, rico em vasos

sanguineos e formado a partir dos fibroblastos sinoviais que nao sofreram

apoptose. Estes eventos dependem do recrutamento de leucdcitos, da ativacédo

de células, e da producdo de mediadores inflamatorios e proteinases, 0s quais,

eventualmente, desencadeiam danos aos tecidos 6sseo e cartilaginoso. Uma

ampla variedade de células tem sido observada nas articula¢cdes de pacientes
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com AR, incluindo os mondécitos, macrofagos, células T CD4, células T CD8,
células B, células NK, células T yd, mastécitos e fibroblastos sinoviais.
Diversos mediadores produzidos por estas células tém sido correlacionados
com a progressdo da doenca e/ou a gravidade de RA, como por exemplo: o
FR, os anti-CCP, TNFa, e as interleucinas 6, 1, e 17A (ROBERTS;
DICKINSON; TAAMS, 2015).

Uma das principais consequéncias da formacdo do pannus € a
aderéncia e consequente destruicdo da matriz extracelular. Este mecanismo
ocorre através do aumento da expressdo de moléculas de adesao na superficie
dos fibroblastos, que intensificam sua interacédo, seus produtos de ativacdo e a
matriz extracelular, culminando na destruicdo do tecido ésseo e cartilaginoso
adjacentes (KLARESKOG; CATRINA; PAGET, 2009). A ligacéo de fibroblastos
sinoviais com a cartilagem corresponde a etapa inicial da invasédo sinovial,
sendo o colageno do tipo Il e algumas glicosaminoglicanas os principais
componentes desta matriz. A Figura 7 mostra como o pannus contribui para o

dano articular.

Figura 7 — Estagios do dano 6sseo na artrite reumatoide
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As integrinas representam uma familia de proteinas transmembrana com
capacidade de adesdo célula-matriz e promovem a ligacdo dos fibroblastos
sinoviais aos sitios ricos de fibronectina da cartilagem, assim como ao
colageno. Apos a adeséo dos fibroblastos sinoviais, as integrinas juntamente
com o fator de adesédo vascular (V-CAM) interagem com cascatas de
sinalizacdo que regulam o ciclo celular e a expressdo de metaloproteinases
(BHATTARAM; CHANDRASEKHARAN, 2016). Nesse contexto, a galectina-3
€ altamente expressa dentro dos fibroblastos sinoviais e contribuem para
inflamagé&o e inibicdo da apoptose (NEIDHART et al., 2004). Em consequéncia
disso, ocorre o crescimento, proliferacdo e invasdo de células no tecido
sinovial, levando a degradacdo dos tecidos 6sseo e cartilaginoso. Essa
degradacdo ocorre principalmente em decorréncia da ativacdo de
metaloproteinases (KUNISCH et al., 2012).

3.4.1 O papel dos mondcitos e macréfagos na AR

Os mondcitos e macréfagos sdo células que secretam uma grande
variedade de citocinas proinflamatérias que estdo envolvidas na
imunopatologia da AR, além de MMPs, que conduzem a ativacdo de células
endoteliais e promovem lesao da cartilagem (LI; MOUNTZ, 2013). Estas células
também produzem uma ampla gama de quimiocinas, que ajudam a recrutar
leucécitos adicionais a articulacdo inflamada. Além disso, os mondcitos tém
alta expressdo de HLA-DR, o que proporciona a capacidade de apresentacao
de antigenos para as células T CD4+, além de se diferenciar em osteoclastos,
os quais tém um papel tardio na fisiopatologia da AR. E importante salientar
que os mondcitos e macrofagos sdo vistos como alvos terapéuticos de alta
relevancia na RA devido a ativacao de vias que levam a producéo de citocinas
de papel relevante na AR (DAVIGNON et al., 2013).
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Figura 8 — papel dos macrofagos na AR. Os macréfagos produzem citocinas, que recrutam

células, promovem a polarizacéo de células T e ativam fibroblastos sinoviais

*IL-6 > Imunocomplexos Autoanticorpos
B T ,"—*\ |
Q « TNF Macrofagos
°© 5 / g = \
(N
. @

Ativacdo de
Células B

s -1 +IL-8
»TNF  =CCL2

osteoclastos

Proliferacao de
fibroblastos
sinoviais Recrutamento de mondcitos/neutrdfilos 1,17

Fonte: Adaptado de Udalova (2016).

Os mondcitos humanos podem ser divididos em subpopulacbes com
base na expressdo de CD14 (co-receptor para LPS) e CD16 (FcyRIll). O perfil
CD14++ CD16- sao considerados mondcitos classicos, pois formam o
subconjunto mais prevalente, representando aproximadamente 90% dos
monaocitos do sangue em individuos saudaveis. Células que expressam CD16
sdo menos frequentes entre mondcitos circulantes, mas sao prevalentes em
infecgbes e condigBes inflamatérias (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2014). Os
monécitos CD16+ podem ser ainda subdivididos em CD214++/brilhante
(também chamados de intermediarios) e CD14dim (ndo classicos). Alguns
estudos que ndo fazem uma discriminacdo entre CD14++/brilhante CD16+ e
CD14 dim CD16+ mostraram um aumento na porcentagem de mondcitos
CD14+ CD16+ no sangue de pacientes com AR. Monécitos CD14+ CD16+
expressam altos niveis de CCR1, CCR5, ICAM-1 e TLR2 (KAWANAKA et al.,
2002). A elevada frequéncia de monécitos CD14+ CD16+ foram associados
com parametros clinicos, como atividade da doenca (GEISSMANN; JUNG;
LITTMAN, 2003)

Além das fungbes inatas dos monocitos/macrofagos tratando-se da
producdo e secrecdo de citocinas proinflamatdrias e quimiocinas, seu papel
inflamatorio na AR também esté ligado a imunidade adaptativa. Foi observada
uma interagdo entre monocitos CD14+ com células T CD4+ na sinbvia de
pacientes com AR, além de tonsilas, sugerindo que células TCD4+ interagem

com monacitos in vivo em sitios de inflamac¢do (ALONSO et al., 2011).
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Os mondcitos e macréfagos sdo os maiores produtores de IL-113, IL-6,
IL-12e IL-23, citocinas que estdo exacerbadas na articulacdo acometida pela
AR. A IL-12 esta envolvida na polarizacéao de células Thl, enquanto IL-1R, IL-6
e IL-23 realizam e mantém a polarizacdo da resposta Thl7. Recentemente, a
IL-17 e a resposta Th17 ganharam atencdo como mediadores da patogénese
da AR. A IL-17 é uma citocina proinflamatéria que atua em sinergismo com
TNFa para induzir eventos inflamatérios e danos nas articulacées (MIOSSEC;
KORN; KUCHROO, 2009). O IL-17RA e IL-17RC s&o receptores da IL-17 e s&o
altamente expressos na sindvia de pacientes com AR, incluindo também os
monaocitos e macrofagos CD14+ (ZRIOUAL et al., 2008).

3.5 Fatores Genéticos da AR

A AR é um dos principais alvos de estudo de varia¢cdes genéticas na
atualidade. Dessa forma, diversos genes ja foram identificados e relacionados
a doenca. A contribuicdo individual de apenas um gene para susceptibilidade a
AR é baixa. Com isso, pode-se inferir que cada gene com um polimorfismo
associado a doenca tenha apenas uma pequena contribuicAo para 0sS
processos patolégicos da doenca. Os polimorfismos de base Unica (SNPs) séo
alvos de estudo em diversos estudos, e através deles, pode-se evidenciar um
significativo background genético na fisiopatologia da AR; esta evidéncia indica
também uma heterogeneidade étnica de fatores genéticos existentes para as
diversas popula¢des no mundo (SHEN et al., 2015).

3.5.1 Agregacéo familiar

A historia familiar € reconhecida como um importante fator de risco para
o desenvolvimento da AR. Devido ao carater multifatorial da doenca, o termo
agregacéao familiar deve ser mais evidenciado, uma vez que esta terminologia
engloba os fatores genéticos e os fatores ambientais compartilhados por
individuos da mesma familia (FRISELL; SAEVARSDOTTIR; ASKLING, 2016).

Nesse contexto, os fatores de risco observados podem ser utilizados
para estimar a hereditariedade da doenca, o que € essencial para
contextualizar outros estudos etioldgicos, especialmente estudos genéticos,

pois podem prever o curso clinico e prognostico da doenga. O método classico
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para avaliar o risco familiar de desenvolver doencas multifatoriais € a utilizagéo
de gémeos monozigoticos e dizigoticos. Com isso, pode-se determinar a
herdabilidade da AR. O primeiro relato utilizou gémeos finlandeses com AR e
observou taxas de concordancia de 12% em gémeos monozigoticos e 3% em
pares dizigoticos. O segundo estudo recrutou 203 pares de gémeos afetados
pela doenca no Reino Unido e relatou uma taxa de concordancia de 15% em

gémeos monozigoticos e 4% em dizigoticos (SILMAN et al., 1993).

3.5.2 MHC de Classe Il

O mapa gendbmico do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
se estende por cerca de 7,6 Mb e contém aproximadamente 421 loci do gene
em uma regido contigua no cromossomo 6 (FERNANDO et al., 2008). Os loci
classicos de HLA, que desempenham papel central no sistema imune sao
chamados A, B e C (classe I) e DRB1, DQB1l e DPB1 (classe II).
Particularmente, os genes HLA de classe | e classe Il codificam proteinas que
se ligam a antigenos peptidicos pequenos e os leva para a superficie da célula
para serem apresentados. (BAX et al., 2011)

Mais de 90% do pacientes que apresentam quadro clinico grave da AR
possuem o (s) alelo (s) HLA-DRB1 * 0401, HLA-DRB1 * 0404 e/ou HLA-DRB1 *
0101 que codificam para o HLA-DR4.1, HLA-DR44 e HLA DR1,
respectivamente (JONES et al., 2006). Estas proteinas compartilham um trecho
comum de aminoacidos nas regides de ligacdo a peptideos nas posicées 67—
74 da cadeia B do HLA-DR, sendo chamado de epitopo compartilhado. A
hipétese do epitopo compartiihado baseia-se no pressuposto de que as
moléculas de classe Il estdo envolvidas diretamente na etiologia e patogénese
de desordens autoimunes. O desencadeamento de uma resposta imunitaria
das células T exige ativagdo, e esta ativacdo requer a presenca de antigenos e
moléculas de classe Il em células apresentadoras de antigenos (APCs). Esta
hipotese diz ainda que as diferencas estruturais entre moléculas de classe I
influenciam essa interacdo, seja no nivel de apresentacdo dos antigenos ou
das células T durante a diferenciag&o no timo. Apesar desta hipotese ainda ndo
estar completamente elucidada, a presenca do epitopo compartilhado também

postula a apresentacdo de autoantigenos artritogénicos, sendo o colageno tipo
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I citrulinado o principal autoantigeno, ou o mecanismo de mimetismo molecular
com antigenos exdgenos capazes de moldar o repertorio de células T
(Gregersen et al.1987).

Alelos do epitopo compartilhado HLA-DRB1 estdo presentes em 64-70%
dos pacientes com AR e em 55% dos seus parentes em primeiro grau; esta
frequéncia é significativamente superior a observada em individuos saudaveis
(35,8%). Essa interacdo entre os fatores de risco genéticos associados ao
HLA-DR e a presenca de autoanticorpos podem aumentar o risco em parentes
de primeiro grau de desenvolver a doenca (CASTRO-SANTOS; DIAZ-PE,
2015).

3.5.3 Genes fora do MHC de classe I

O gene PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22)
codifica uma tirosino-fosfatase intracelular em células T, células B, e vérias
células hematopoiéticas. O polimorfismo C1858T também chamado Arg620Trp
mostrou-se associado inicialmente no Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) (LADNER
et al.,, 2005), e desde entdo, foram investigados e associados com outras
doencas autoimunes, incluindo o Ldpus Eritematoso Sistémico (LES)
(NAMJOU et al., 2013) e a AR (NABI et al., 2016).

O PTPN22 codifica uma proteina chamada Lyp (Lymphoid protein
tyrosine phosphatase). A Lyp se liga ao Csk (C-terminal Src tyrosine kinase
or CsK) e regula negativamente a ativacdo de células T. O alelo T do
polimorfismo C1858T promove uma hiper-reatividade das células T por impedir
a ligacdo entre Lyp e Csk. Um estudo de metandlise revelou associacao
apenas em populacao de descendéncia europeia, no entanto, 0 mesmo estudo
nao encontrou relacdo entre este polimorfismo e doencas autoimunes em
asiaticos (Nabi et al. 2016).

Aléem do PTPN22, outros genes também ja foram associados com a AR,
como o PADI4 e FCRL3. O PADI4 (Peptidyl Arginine Deiminase 4) codifica uma
enzima que catalisa a conversdo da arginina em citrulina. O papel da
citrulinacdo esta intimamente relacionado a positividade para o anti-CCP e a
gravidade da AR, conforme discutido anteriormente. Inicialmente, foi relatado

que o gene PADI4 tem haplétipos constituidos por varios SNPs associados
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com AR em individuos japoneses (SUZUKI et al., 2003). Estes haplétipos estédo
localizados na regido codificante do gene e proporcionam uma maior
estabilidade do RNA mensageiro, proporcionando maior traducdo e
disponibilidade da proteina para promover citrulinacdo. Ao contrario do
PTPN22, os polimorfismos genéticos no PADI4 foram observados com
frequéncias semelhantes em populacbes asiaticas e descendentes de
europeus em estudos de associacdo (KOCHI et al., 2011). Alguns estudos de
metandlise também mostram que o0 risco genético associado com este
haplétipo ocorre em populagdes do Extremo Oriente (IWAMOTO et al., 2006).

O gene FCRL3 (Fc receptor-like 3), por sua vez, tem heterogeneidade
semelhante entre 0os grupos étnicos e esta associado com a suscetibilidade a
doencas reuméticas. FCRL3 codifica uma molécula da membrana especifica
de linfécitos B com funcao de co-fator de receptores de células B. O SNP -
169C/T na regido promotora foi inicialmente associado com AR (YANG et al.,
2012) e LES (GIBSON et al., 2010) em individuos japoneses.

Estudos de associacdo de genoma completo, também chamados de
GWAS (Genome Wide Association Studies), consistem em avaliar um conjunto
de milhares polimorfismos de base uUnica (SNPs) em grande quantidade de
individuos buscando associacdo genética com varias patologias. O mais
recente GWAS realizado em individuos com AR, os genes PTPN22, STAT4,
HLA-DRB1 foram considerados genes de risco para a doenca. A Figura 9
representa uma visao geral quantitativa dos genes ja associados a AR ao longo
dos anos, considerando as populacbes descendentes de asiaticos e
descendentes de europeus (YAMAMOTO et al., 2015).

Figura 9 — Panorama histérico de polimorfismos de susceptibilidade a AR identificados.
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Fonte: Adaptado de Yamamoto et al. (2015).
3.5.2 Genes das Citocinas
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As citocinas sdo moléculas secretadas por diversas células, cuja funcéo
€ estimular ou inibir a resposta imune. Diversas citocinas foram alvo de estudos
na artrite reumatoide, em associacdo com niveis séricos e genéticos. SNPs em
genes de citocinas associados com AR sdo responséaveis pelo aumento da
producdo das citocinas profinflamatorias e diminuigdo dos niveis de citocinas,
caso ela desempenhe atividade reguladora.

A IL-18 é uma proteina de 18 kD que € convertida através da ativacéo
do complexo inflamassoma e mediada pela caspasel. Esta citocina €
secretada por mondcitos, macréfagos, osteoblastos, condrécitos, células
dendriticas, células de Kupffer, queratindcitos e fibroblastos sinoviais. Ela &
responsavel pelo aumento da interacdo célula-célula que, por sua vez, leva a
producdo de citocinas em células T e macroéfagos, induzindo IL-2, IL-2Ra,
TNFa, GM-CSF, prostaglandina E2, INOS, a estromelisina, a COX-2 e
quimiocinas (DINARELLO et al., 2013). A IL-18 atua no estimulo a
angiogénese, uma caracteristica peculiar na AR por onde os leucdcitos migram
dos vasos para o interior da cartilagem, através da secrecdo de VEGF e
também estimula a migracdo leucocitaria através da ativacdo de |-CAM e V-
CAM (AMIN et al., 2007). Niveis elevados de IL-18 foram encontrados na
membrana sinovial, FS e no soro de pacientes com AR. O polimorfismo
rs1946518 no gene 1IL18 (- 607 C/A) foi associado o aumento da
susceptibilidade a RA na populagéo chinesa (CHEN et al., 2012).

A IL-33, que também é membro da familia IL1, também é conhecida
como IL-1F11, e necessita da clivagem mediada pela caspase 1 para ser
ativada. Ela é expressa em macrdéfagos, fibroblastos e células dendriticas. Ao
se ligar ao receptor de IL1 (IL1R), ocorre o recrutamento da quinase associada
ao receptor de IL1 (IRAK1), IRAK4 e o fator de diferenciacdo mieldide (MyD88),
que, por sua vez, ativa NFkB, promovendo a transcricido de citocinas
proinflamatérias (SCHMITZ et al., 2005), dependendo da célula. A IL-33
também foi detectada no tecido sinovial de fibroblastos de pacientes com AR
oriundos de cultivo celular. Além disso, ap0s analise histoldgica da cartilagem
de ratos estimulados com IL-33, foi observada erosdo éssea e cartilaginosa
com infiltracdo de células mononucleares e polimorfonucleares além de
hiperplasia sinovial (ABDEL-WAHAB et al., 2016). O silenciamento de IL-33
promoveu a supressao de TNFa, IL-6 e IL-8 (KUNISCH et al., 2012).
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A interleucina 4 (IL-4) est4 envolvida na formacdo da resposta Th2
através da diferenciacédo de células T naive. Através de feedback positivo, IL4
adicional é formada pela resposta Th2. Sua principal funcéo € inibir a formacao
de citocinas proinflamatérias, como TNFa, IL-13 e IL-6 pelos fibroblastos
sinoviais, tecido sinovial e mondcitos. Estudos in vitro mostram que a IL4 reduz
a absorcdo Ossea pela inibicdo dos osteoclastos através do bloqueio de MMPs
(JOOSTEN et al., 1997). O polimorfismo -590 T/C foi associado como fator de
risco para AR em descendentes de europeus e chineses (PARK et al., 2016).

A IL-6 é uma glicoproteina de 22-29 KD com propriedades
proinflamatérias. Ela é produzida por um vasto numero de células, como
células B, células T, fibroblastos, células endoteliais, mondcitos, macréfagos,
queratinécitos e condrocitos. Altos niveis de IL-6 foram encontrados no sangue
e no fluido sinovial de pacientes com AR. A IL-6 promove a inflamacéo e a
destruicdo da cartilagem por estimular os neutréfilos a produzirem espécies
reativas de oxigénio (ROS) e enzimas proteoliticas. Ela também estimula a
diferenciacdo de osteoclastos (YOSHIDA; TANAKA, 2014). Foi observado
sinergismo com o TNFa e IL-1B na produgéo de VEGF, que € uma molécula
chave na formacéo e manutencdo do pannus. Alguns achados laboratoriais séo
associados com o aumento da producdo de IL-6, como proteina C reativa
(PCR) (DAYER; CHOY, 2010). Além disso, a IL-6 pode estar relacionada aos
eventos cardiovasculares da AR, atravées do aumento de chances entre o
infarto agudo do miocéardio e seus niveis elevados (ROSE-JOHN, 2012). O
polimorfismo rs1800795 na posicao -174 G/C foi associado como fator de risco
para AR e para erosdes 0sseas. Ja o polimorfismo -572 G/C (rs1800796) esta
associado como o aumento da susceptibilidade a AR na populacdo chinesa (LI
et al., 2014).

A IL-10 tem propriedades anti-inflamatérias e diminui a formacédo de
citocinas proinflamatérias comoTNFa, IL-13, IL-1a, IL16, IL-18, IL-12 e GM-
CSF (MOTTONEN et al., 1998). Além disso, ela inibe a expressdo do HLA-DR
e a consequente apresentacdo de antigenos. Também esta relacionada a
inibicdo da produgdo da MMPs e a inibicdo da indu¢do do TNFa para produzir
prostaglandina E2 nos fibroblastos sinoviais (ALANARA et al., 2010).
Polimorfismos no gene IL10 estéo relacionados com a diminuicdo da producao

da citocina, além de associagdo com baixa severidade da doenga, assim como
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menor susceptibilidade ao desenvolvimento da AR em diversas populacbes
(SHEN et al., 2015)

3.5.3 A via dos receptores do tipo Toll

Particulas estranhas e prejudiciais para o organismo contém sequéncias
altamente conservadas e sao detectaveis por receptores da imunidade inata,
que alertam o sistema imune para desencadear uma resposta inflamatoria
rapida. Esses patégenos invasores sdo denominados padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPS) e permitem a discriminacao entre o préprio e
0 nao préprio (THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 2014).

Além disso, é importante ressaltar que o dano tecidual também requer
resposta inflamatéria, e nesse contexto, incluem as células lesadas, assim
como o0s autoantigenos, no caso de doencas autoimunes. Assim, sdo
exemplificados os padrées moleculares associados ao perigo (DAMPS)
(THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 2014).

A familia de receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), cuja funcdo
é detectar PAMPs e DAMPs incluem a via dos receptores do tipo Toll
(THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 2014). Em humanos, ja foram
identificados 13 TLRs. O TLR4 foi o primeiro membro da familia a ser
estudado em mamiferos. Ele foi identificado como o receptor para o0
lipopolissacarideo  (LPS), componente de bactérias gram-negativas.

Atualmente, 11 receptores do tipo Toll ja foram identificados (Figura 10)

Figura 10 — A via dos receptores do tipo Toll
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A familia de TLRs é dividida em dois grupos com base na localizacao
subcelular: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 sdo receptores da superficie das
células. Por outro lado, TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 e TLR11 sdo encontrados
intracelularmente em compartimentos endossomais. Devido ao seu papel no
reconhecimento de PAMPs e DAMPs, os TLRs estdo amplamente expressos
em células do sistema imunolégico. Os mondcitos e macrofagos, por sua vez,
expressam altos niveis de TLR2 e TLR4 na sua superficie celular, em
comparacdo com niveis baixos dos mesmos receptores em neutréfilos e
nenhuma expressao em eosindfilos (KAY; SCOTLAND; WHITEFORD, 2014).

As vias de sinalizacdo dos TLRs estdo correlacionadas com o
desenvolvimento e manutencdo da AR. Uma variedade de TLRs incluindo
TLR2, TLR3, TLR5, TLR6, TLR7 e TLR9 estdo altamente expressos na sindvia
de pacientes com AR comparados com individuos saudaveis e pacientes com
osteoartrite (AO). A ativacdo do TLR2 nos fibroblastos sinoviais induz a
producdo de varias citocinas inflamatorias, incluindo IL-1B e TNF-a, na
articulagéo de pacientes com AR (SABROE et al., 2002).

Estudos mostram a correlagcdo entre a expressao alterada dos TLRs e
seus produtos de ativacao, além de associacdo de SNPs nesses genes ou em
moléculas envolvidas na sua sinalizacdo e o desenvolvimento de varias
doengas autoimunes, incluindo DM1, LES e AR. Em uma populagao turca, o
gendtipo TT do SNP rs187084 no TLR9 aumentou a susceptibilidade a AR (OR
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= 2.34; p = 0,009), embora ndo tenha sido associado em estudos nas
populacdes holandesa e francesa (COENEN et al., 2010). Além disso, o SNP
rs5741883 no TLR8 foi associado com a AR através da positividade de
autoanticorpos em um estudo com 319 individuos europeus (Além disso néo se
observou qualquer correlacdo entre a patologia e SNPs nos genes TLR1,
TLR2, TLR4, TLR6 e TLR9 em uma coorte de pacientes francesa (ZHOU et al.,
2015). O estudo de caso-controle realizado pelo grupo de Sanchez analisou a
possivel associagcdo de SNPs no gene TLR4 rs4986790 (Asp299Gly) e
rs4986791 (Thr399lle) com AR em 224 pacientes espanhdis acometidos pela
RA e 199 individuos saudaveis, entretanto, nenhuma associacao foi encontrada
((COENEN et al., 2010).

3.5.4 Gene MYD88

O gene MYD88 esté localizado no braco curto do cromossomo 3 (p22.2)
(Figura 11)

Figura 11 — Localizac&o do gene MYD88
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A sinalizacdo da via dos TLRs € dependente do recrutamento de
proteinas adaptadoras, sendo a MyD88 a principal proteina. A via dependente
de MyD88 € necessaria para todos os TLRs, exceto o TLR3, e a sua
sinalizacao é constituida de uma serino-quinase associada ao IL-1R, formando
as IRAKs (IRAK-1, IRAK-2, IRAK-3 e IRAK-4) (AVBELJ; HORVAT; JERALA,
2011). A fosforilagdo da IRAK4 promove sua dissociagdo com o MyD88 e
subsequente associacdo com o TNFR associado ao fator 6 (TRAF6), quinase
ativada pelo TGFB (TAK-1), resultando na formacéo e ativacédo do fator nuclear
kB (NF kB) fator de transcrigéo formado pelas vias do IKK (indutor de quinases)
e MAP quinases (MAPK) (PREMKUMAR et al., 2010) (Figura 10) .

A translocagcdo do NFKB ao nucleo resulta na expresséo de citocinas

pro-inflamatorias, tais como TNFa, IL-1p e IL-6, citocinas de importante papel
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na fisiopatologia da AR, como discutido anteriormente (TAKEDA; AKIRA,
2004). J& foi relatado que a via dos receptores do tipo Toll dependente de
MyD88 é essencial na producdo de metaloproteinases (MMP) em cultura de
membrana sinovial de pacientes com AR, umas vez que esta via ativa IL1[,
interleucina de papel fundamental na ativacdo de MMPs (SACRE et al., 2007).

A ligacédo entre a MyD88 e o TLR4 é essencial para resposta ao LPS
através da inducédo da transcricdo de citocinas proinflamatorias. Este fato torna-
se claro através de experimentos onde camundongos MyD88-/- ndo produziram
as citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 quando estimulados com qualquer ligante dos
TLRs (FUJIHARA et al., 2003).

Em modelos animais de isquemia cerebral, uma doenca de carater
inflamatorio que acomete o cérebro, camundongos MyD88 -/- apresentaram
inibicdo da ativacdo de NFkB e reducéo na expressao de IL1[3, IL-6 e COX-2 ,
além de melhorar a fungdo neurolégica nos ratos MyD88 knockout,
demonstrando que o déficit de MyD88 foi capaz de inibir o aumento da
resposta inflamatéria e aumentar a sinalizacdo neuroprotetiva (YE et al., 2016)
Resultados semelhantes foram encontrados em modelos animais de psoriase.
Neste estudo, foi observado que a presenca do MYD88 € crucial para
inflamacdo da pele e espessamento da epiderme, além de promover a
expansao e ativacao de linfonodos (COSTA et al., 2017).

Outro estudo objetivou determinar os efeitos de um possivel inibidor do
MyD88 criado em laboratério, o TJ-M2010-6, na prevencao e tratamento de
Diabetes Mellitus. O TJ-M2010-6 foi capaz de interagir com residuos de
aminoacidos do dominio TIR do MyD88 inibindo sua homodimerizacdo. A
administracdo continua de TJ-M2010-6 reduziu significativamente os efeitos da
diabetes durante o periodo de observacdo em camundongos (36,4% vs. 80%,
P <0,01). In vitro, o TJ-M2010-6 inibiu a maturacdo de células dendriticas,
levando a supressdo da ativagdo de células T e secrecdo inflamatéria de
citocinas (ZHANG et al., 2016).

Entretanto, a deficiéncia de MyD88 comprometeu a resposta imunitaria
de ratos MYD88-/. Em histopatologia de ratos Myd88-/- observou-se
bacteremia e peritonite com formagcdo de abscessos. Além disso,ocorreu
notéria presenca de coccobacilos gram-negativos. Culturas de amostras do

sangue cardiaco de um rato mostrou crescimento de Pseudomonas
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aeruginosa. (VILLANO; RONG; COOPER, 2014). Além desse estudo, outro
também mostrou a suscetibilidade de camundongos MYD88-/- a infeccdo por
Staphylococcus aureus (TAKEUCHI; HOSHINO; AKIRA, 2000), mas néo pelo
Mycobacterium tuberculosis (SUGAWARA et al., 2003). E possivel que este
resultado controverso é devido a infeccdo por Staphylococcus aureus ser de
natureza aguda, enquanto a infeccdo pelo M. tuberculosis ser de natureza
cronica.

Sabendo-se que os receptores do tipo Toll estédo cronicamente ativados
em individuos com artrite reumatoide e que a proteina adaptadora MYD88
desempenha papel central na via TLRs-NFkB, nossa hipotese é que variacdes
genéticas no gene MYD88 possam modular a expressao e a resposta imune
dependente desta via, e consequentemente estar associada ao
desenvolvimento da AR.

Até o presente momento, nenhum estudo envolvendo polimorfismo de
base uUnica do gene MYD88 em associacdo com AR realizado. Neste sentido, €
possivel que o polimorfismo rs6853 A>G, localizado na regido 3'UTR do gene
MYD88 possa alterar o perfil de expressédo génica, além de alterar a producao
de citocinas proinflamatdrias. Através destes resultados, sera possivel elucidar

um potencial alvo farmacogenético na AR.
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4 MATERIAS E METODOS

Este foi um estudo caso-controle, no qual o grupo formado dos pacientes
compdem o grupo “caso” e o grupo formado por individuos saudaveis formam o

grupo “controle”.

4.1 Recrutamento de pacientes com Artrite Reumatoide

Este estudo envolveu 424 individuos portadores de AR provenientes de
dois estados brasileiros: Pernambuco e S&o Paulo. Das duzentas e trinta e trés
amostras provenientes de Pernambuco, 123 foram obtidas no ambulatério de
Artrite Reumatoide do Centro de Infusdo de Imunobiolégicos do Hospital
Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (UPE), coletadas entre marco e
agosto de 2015; e 110 amostras foram provenientes de um banco de amostras
do grupo de pesquisa Patologia Molecular e Medicina Gendémica (PatGen),
coletadas entre os anos de 2011 e 2012. Do estado de S&o Paulo, foram
coletadas entre os anos de 2011 a 2016, 191 amostras provenientes do Setor
de Clinica Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, da Universidade de Séao Paulo (USP), através de colaboracao
com o reumatologista Prof. Dr. Paulo Louzada Junior.

Todos os individuos com AR foram diagnosticados de acordo com os
critérios clinicos definidos pelo Colégio Americano de Reumatologia em
2010. Foram obtidos os seguintes parametros clinicos: idade, género, tempo
de doenca, velocidade de hemossedimentacdo (VHS), atividade da doenca
estabelecido pelo DAS28, estado funcional articular avaliado pelo HAQ (Health
Assessment Questionnaire), presenca de tabagismo, fator reumatoide, valor da
proteina C reativa (PCR) e medicamentos em uso.

O critério de inclusdo para os 3 grupos amostrais foram: individuos
portadores Artrite Reumatoide diagnosticada pelos critérios de 2010 e maiores
de 18 anos de idade. Ja a presenca de co-morbidades reumatoldgicas e
autoimunes nao relacionadas a AR e a idade abaixo de 18 anos foram

utilizadas como critério de exclusdo para os 3 grupos amostrais.
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4.2 Recrutamento de individuos saudaveis

Foram selecionados 356 individuos saudaveis para participar do grupo
controle. Destes, 189 individuos eram provenientes da regido metropolitana de
Recife, sendo 73 do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco
(UPE), coletadas entre agosto de 2015 e marco de 2016, e 116 do ambulatorio
de Osteoporose do Setor de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, coletadas entre marco de 2011 e abiril
de 2016. Do estado de Sdo Paulo foram coletados 157 individuos entre 2012 e
2016 no Hemocentro de Ribeirdo Preto (USP). Todos os participantes do grupo
controle foram pareados percentualmente com o grupo de pacientes por idade
e Sexo.

Foram critérios clinicos de exclusao: presenca de doenca autoimune ou
doenca com comprometimento do tecido ésseo; parentesco de até segundo
grau com alguma doenca autoimune; individuos aparentados com algum
individuo do grupo controle e do grupo de pacientes, individuos com doenca
infecciosa até trés meses da data da coleta. Também foi um critério de
excluséo utilizado a partir de 2015 para os voluntarios saudaveis o histérico de
Febre Chikungunya.

Dados laboratoriais também foram utilizados como critérios de excluséo,
como: proteina C reativa (PCR)>0,8 mg/dL, velocidade de hemossedimentacéo
(VHS) >15mm, positividade para o fator reumatoide (FR), positividade para o
anti-CCP e presenca dos alelos HLA-DR * 0401, *0404, *0405, *0408, *0101,
*0102 ou*1001, considerados alelos de risco para AR. Os dois ultimos critérios

laboratoriais foram utilizados apenas no grupo controle de Ribeirdo Preto.

4.3 Comité de Etica

Todos os envolvidos no grupo caso e controle convidados para participar
da pesquisa preencheram termo de consentimento livre e esclarecido aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Oswaldo Cruz, sob o parecer
1.097.918 (anexo 1) e do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP), sob o protocolo 2981/2009 (ANEXO II).
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4.4 Coleta de sangue, extracao e quantificacdo do DNA gendmico

Foram coletados até 8ml de sangue periférico de individuos com AR e
individuos saudaveis, sendo 4 ml em tubos com acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e 4 ml em tubo sem anticoagulante. As amostras coletadas em
tubo sem anticoagulante foram centrifugadas e tiveram o soro aliquotado em
até 4 microtubos de 250ul e armazenados em ultrafreezer a temperatura de -
80°C, enquanto as amostras coletadas em tubos de EDTA foram destinadas a
extragcdo de DNA gendmico. A extragédo e purificacdo de DNA foram realizadas
de acordo com o protocolo de Salting Out. A pureza do DNA foi avaliada
utiizando o espectofotbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000
(ThermoFisher, Foster City, EUA), considerando a razdo entre as absorbancias
260/280nm e 260/230nm. As amostras consideradas satisfatérias
apresentaram valor igual ou superior a 100ng/ yL de DNA, a razdo 260/280 nm
entre 1.8 e 2.2 e a razdo 260/230 aproximadamente de 2.0. ApOs isso, as

amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

4.5. Selecado do polimorfismo de base Unica (SNP)

A selecdo do SNP foi realizada através do 1000genomes Project

Browser (http://browser.1000genomes.org) e Hapmap (http://www.hapmap.orq).

O polimorfismo escolhido foi 0 rs6853 A>G, que estd localizado na regido
3'UTR do gene MYDB88.

Os critérios de selecdo do SNP foram: frequéncia do alelo minoritario
(MAF) maior que 10% nas populacbes Europeia (EUR) e Africana (AFR),
considerando as subpopulacdes Caucasiana (CEU) e Yoruba (YRI). O MAF do
alelo G na subpopulacéao YRI foi de 33%, enquanto na populacdo CEU foi 13%.
Devido a miscigenacéo da populacéo brasileira, as subpopulacées CEU e YRI
foram escolhidas, uma vez que elas representam a etnia dos colonizadores,
oriundos da Europa, e dos escravos, vindos do oeste da Africa.

O possivel impacto funcional do SNP rs6853 na expressdo do gene
MYD88 também foi um critério de escolha, uma vez que este promove uma
transicdo da base adenina (A) para guanina (G) na regido 3‘UTR do gene
MYD88. Esta € uma regido conhecida pela manutencdo da estabilidade do

MRNA, além de ser alvo dos microRNAs durante a regulacdo da expressao


http://browser.1000genomes.org/
http://www.hapmap.org/
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génica. Assim, é possivel que variagcdes nesta regido poderiam alterar o perfil

de expressdo do MYDS88.

4.6 Genotipagem

A genotipagem foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (Real Time PCR) utilizando a sonda Tagman
C 8824617 10 (ThermoFisher, Foster City, EUA). Para a PCR, foram
utilizados 5ul de Tagman Genotyping Master Mix (ThermoFisher, Foster City,
EUA), 3,85ul de agua milli-Q, 0,15uL de sonda Tagman (ThermoFisher, Foster
City, EUA), e 1uL de DNA gendmico na concentracdo 25ng/ul. A ciclagem
consistiu em 1 ciclo de 1 minuto a 60°C, 1 ciclo de 5 minutos a 95°C e 50 ciclos
com 30 segundos a 95°C e 1 minuto e 30 segundos a 60°C e, por fim, 1 ciclo a
60°C correspondente a p6s-PCR.

4.7 Isolamento de células mononucleares e cultivo de monécitos gendtipo

guiados

Foram coletados 8 mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA
de 13 individuos, sendo 5 portadores do gendétipo AA, 5 do gendtipo AG e 3 do
gendtipo GG. Em um tubo cbnico de 15mL foram adicionados 4mL de Ficoll
Histopaque (Sigma Aldrich) e posteriormente a amostra de sangue. Em
seguida a amostra foi centrifugada por 40 minutos a 1.200 rpm em no break por
5 minutos para o inicio e 5 minutos para o término da centrifugacdo. Apos a
centrifugacéo, foram observadas 4 fases: a fase com heméacias, a fase com
Ficoll, uma estreita fase com as células mononucleares e uma fase com o
plasma. Com o auxilio de uma pipeta de transferéncia a fase composta pelas
células mononucleares foi aspirada e transferida para um novo tubo cénico de
15 ml. Em seguida, as células foram lavadas por duas vezes com tampao PBS
e centrifugadas durante 10 minutos a velocidade de 1200 rpm. Por fim, o
precipitado celular foi ressuspendido em um 1mL de meio de cultura RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) enriquecido com 5% de soro fetal bovino e
estreptomicina (100ug/mL) a temperatura de 37°C.

Posteriormente, as células mononucleares foram distribuidas em 7

pocos de placas do tipo Falcon com pocos de 35 milimetros de diametro cada e
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permaneceram incubadas em estufa de CO2 a temperatura de 37°C por 4h,
tempo para ocorrer a aderéncia dos monacitos a superficie plastica do fundo da
placa. Decorridas 4h, o sobrenadante foi removido e os pocos foram lavados
com PBS para remogao de debris e outras células que ndo foram de interesse
do estudo. Apds 24h, as células foram observadas em microscépio invertido
para avaliar a integridade e possivel contaminacdo. Para ocorrer ativacdo dos
monaocitos e inducdo da expressdo do MYD88, as células foram estimuladas
com 100 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli e incubadas por
mais 24h a 37°C em estufa de CO2. Em seguida, ocorreu a extragdo de RNA
do pogo no tempo zero.

Para cada individuo, foram destinados 7 pocos de placas do tipo Falcon
com 6 pocos de 35 milimetros de didmetro. Os dois primeiros pogcos foram
destinados a citometria de fluxo, sendo um poco estimulado com LPS e o outro
sem estimulo. Quatro pocos foram destinados a extracdo do RNA, sendo 2
pocos com estimulo de LPS e 2 pocos sem estimulo. O sétimo poco
correspondeu ao t0. Apos 24h de cultivo pés estimulo, o sobrenadante de cada
foi coletado e distribuido em um microtubo para centrifugacdo do tipo
Eppendorf com capacidade para 1,5mL e armazenado em ultrafreezer vertical
a -80°C, para posterior quantificagcao de IL1[3.

Todos os experimentos de cultivo celular foram realizados em réplica

para todos os individuos analisados.

4.8 Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

Apbs 24h de estimulo com LPS, os dois pocos (estimulado e nédo
estimulado) destinados a citometria foram tratados com 100uL de
tripsina/EDTA e incubados por 5 minutos em estufa de CO2 a 37°C. Apdés esse
periodo, a perda da aderéncia dos mondcitos a superficie da placa foi
confirmada através da visualizagdo das células em microscopio invertido. A
inativacdo da tripsina foi realizada adicionando 300 pL de soro fetal bovino. As
células foram recolhidas e transferidas para um microtubo de centrifugacdo do
tipo Eppendorf de 1,5 ml e centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm. A sequir,
o0 precipitado foi lavado com PBS e centrifugado novamente. Por fim, o

precipitado foi ressuspendido em uma solucéo de PBS/BSA.
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Apbs a obtencdo das células, foi realizada a marcacdo com 3 anticorpos
monoclonais: um anticorpo anti-CD45 humano marcado com ficoeritrina (PE),
outro anticorpo anti-CD14 com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e um
anticorpo anti-CD16 marcado com ficoeritrina conjugada a cianina 7 (PE-Cy7).
Em seguida, as células marcadas com os anticorpos foram incubadas por 30
minutos na auséncia de luz. Posteriormente, as células foram lavadas com
tampéo PBS para retirar os anticorpos residuais e, por fim, foram adicionados
200 pL de PBS/BSA.

A aquisicao de células marcadas foi realizada com o citdmetro de fluxo
BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA) com obtencdo de, no
minimo, 10.000 eventos por amostra. As células foram visualizadas em grafico
de pontos (dot plot) bidimensional onde foram analisados os parametros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), para identificacdo da populacao celular
de interesse. Em seguida, realizou-se um gate para delimitar a regido dos
monaocitos, excluindo os dupletos e debris. A determinacdo da populacdo de
células mononucleares foi confirmada através da positividade para CD45. A
partir dai, a andlise seletiva de mondcitos foi estabelecida pela combinacgéo de
marcadores CD45H19"D14Mi9" para discriminar e selecionar de forma segura, os
mondcitos como células CD14++ CD16- ou CD14%9"D16'", Os limites dos
quadrantes marcados foram definidos com base na marcagdo dos controles
isotipicos e nas populacdes negativas.

Além disso, foram feitos histogramas e dot plots para analise dos
marcadores CD45, CD14 e CD16 através do BD Accuri C6 Software (BD
Biosciences, Nova Jersey, EUA) e do FCS Express versao 6.04.0015 (De Novo
Software, Los Angeles, EUA)

4.9 Extracdo de RNAm e sintese de cDNA

Para extracdo do RNA das células cultivadas, foram adicionados 750uL
de Trizol a cada poco da placa de cultura e ressuspendido diversas vezes para
lisar as células, sendo transferidos para um microtubo de centrifugacéo do tipo
Eppendorf de 1,5 ml. Posteriormente foram adicionados 200 ul de cloroférmio
e centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. Apdés a centrifugacgéo,

observaram-se 2 fases: uma com debris celulares e outra aquosa contendo
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RNA. A fase aquosa foi transferida para um outro tubo e nele foi adicionado
isopropanol para precipitacdo do RNA. Apés a incubacdo, o precipitado foi
suspenso em etanol 75%, reidratado em agua livre de RNAses e armazenado
em ultrafreezer vertical a -80°C. A concentracdo de RNA total foi determinada
no espectofotometro Nanodrop ND 1000 (ThermoFisher, Foster City, EUA). As
amostras apropriadas para uso apresentaram concentracdo superior a
100ng/uL e razéo 1,8 e 2,0 na absorbancia 260/280nm.

A integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de
agarose a 2%. O gel foi preparado com agua deionizada enriquecida com 1%
de dietilpirocarbonato (DEPC), para minimizar a acdo de RNAses, em tampao
TBE 0,5X contendo brometo de etidio. A corrida eletroforética foi realizada
durante 60 minutos e o gel revelado pela luz utravioleta. O RNA foi considerado
integro quando apresentava as bandas 28S e 18S nitidas e ndo apresentavam
rastros nas suas bandas.

Para a sintese de cDNA, foram adicionados 500ng de RNA total em um
tubo RNASEfree e utilizada a reacdo de transcriptase reversa através da
enzima M-MLV RT (ThermoFisher, Foster City, EUA) e Random Primer

(ThermoFisher, Foster City, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.10 Desenho e validacao de primers para avaliacdo da expresséao génica

Com o auxilio da ferramenta “OlygoAnalyserTool” do IDT Biotecnologia,
foi desenhado um par de primers para deteccdo do mRNA do gene MYD88. A
sequéncia do gene foi obtida da GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e
0S primers foram projetados pelo NCBI Primer-BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Tabela 1 —Par de primers para detec¢cdo do mRNA do gene MYD88

Tamanho
Identificacdo Sequéncia (5'->3) (pb) TA*  %GC
AGCGACTGATCCCCAT
MYD88-F CAAG 20 59.53 55.00
GGTGTAGTCGCAGACA
MYD88-R GTGA 20 59.40 55.00

TA* = temperatura de anelamento
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O valor de eficiéncia (E) para cada primer foi determinado através de
curva padrao a partir de cinco pontos de diluicdo em série de 10 vezes para
cada amostra de cDNA. Os valores aceitaveis foram definidos entre 95% e
105%. Estes dados e os coeficientes de correlagdo (R2) foram calculados pelo
software do sistema ABI 7500 (ThermoFisher, Foster City, EUA).

A expressao do gene GAPDH foi realizada através da sonda Tagman
Hs02786624 gl (ThermoFisher, Foster City, EUA).

4.11 PCR em Tempo Real quantitativa

A PCR em tempo real quantitativa (QPCR) para o gene MYD88 foi
realizada no equipamento ABI 7500 (ThermoFisher, Foster City, EUA)
utilizando os primers desenhados para o gene MYD88. Foram utilizados 1 pL
de cDNA, 10 uM dos primers forward e reverse, 5 yL de SYBR® Green Master
Mix (Thermo Fisher Scientific; Foster City, USA) e agua ultrapura para
completar o volume final de 10uL. A ciclagem consistiu de 2 min a 50°C, 10
min a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C. Para o gene
GAPDH, foram utilizados 0,5uL de sonda Tagman® (ThermoFisher, Foster
City, EUA), 4,5 uL de agua deionizada e 5 de Master Mix® ThermoFisher,

Foster City, EUA). A gPCR foi realizada em triplicata para cada amostra.

4.12 Avaliacéo da Expressao Génica

A quantificacdo relativa (QR) do mRNA do gene MYDS88 foi avaliada da
seguinte forma: os valores do ciclo de gquantificacdo (Cq) obtidos para os 3
grupos do MYD88 (AA, AG e GG) e do gene de referéncia foram classificados
em casos e controles. Em seguida, o valor médio para o gene de referéncia
GAPDH foi utilizado para calcular os niveis de RNAm de cada grupo do MYD88
usando 2-22¢4 como método de quantificacdo em todas as amostras. O
GAPDH foi usado individualmente para a normalizacdo de dados para obter
dois valores QR para cada amostra e o valor QR final foi calculado como a
média desses dados. Os valores de QR apresentados sdo baseados em

duplicatas biologicas e triplicados técnicos.


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs02786624_g1?CID=&ICID=&keyword=gapdh&configurator=false&subtype=ge_all
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4.13 Quantificagcao de IL13

Apés as coletas dos sobrenadantes de cultura, os mesmos foram
armazenados a -80°C até a realizacdo das dosagens. Os niveis de IL1B foram
quantificados por ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando o
kit EH2IL1B da Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA) de acordo com as
instrucbes do fabricante. A leitura dos resultados foi realizada através do
comprimento de onda 450nm no Leitor de Placas de Absorvancia IRE96
(SFRI Medical Diagnostics, Saint Jean d'lllac, Franca). A curva-padréo e
conversdo dos dados para pg/mL foi realizada através do software
MasterPlex ReaderFit® (Hitachi Solutions, San Bruno, EUA).

4.14 Anélises estatisticas

As analises estatisticas para avaliar a possivel associacdo com a
suscetibilidade & AR foram realizadas através do teste exato de Fisher, no
Programa R. Em relacdo as analises do polimorfismo com os indices clinicos,
foi realizada regressdo logistica através do pacote SNPassoc, também no
programa R. Os niveis de significancia foram considerados com o valor de p
value < 0,05.

O Teste T de Student e andlise de variancia (ANOVA) com teste Tukey
como pos-teste foram realizados para comparar os valores de média dos niveis
de expressao do MYDS88. Estas andlises foram realizadas pelo software SPSS

versao 18.0 considerando estatisticamente significativo o p.value < 0,05.

5. RESULTADOS
5.1 Populagéo de estudo

A Tabela 2 mostra os dados descritivos dos grupos avaliados neste
estudo. Evidenciando as informacdes dos pacientes, foram incluidos 770
individuos, 424 individuos com AR e 356 individuos do grupo controle.
Considerando os individuos do grupo de pacientes, 413 eram mulheres e 11
homens com idade média de 51,8 anos + 10,34. A idade média de diagnostico
desses pacientes foi de 41,8 anos +10,18 e o tempo médio de doenca foi 11
anos 7,89. Considerando os dados laboratoriais dos pacientes: 55,1% dos

pacientes tinham fator reumatoide positivo, 85% tinham a presenca de erosées
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0sseas, 75% tinham proteina C reativa alterada (PCR) e 71% dos pacientes
tinham velocidade de hemossedimentacao alterada (VSH).

Ainda considerando a caracterizacéo clinica dos pacientes, a média dos
indices que avaliam a atividade da doenca foi 3,84+1,15 para o indice de
atividade da doenca em 28 articulagbes (DAS28) e 20,33+10,02 para o indice
clinico de atividade de doenca (CDAI). A média para o Health Assessment
Questionnaire (HAQ), indice que avalia o dano cumulativo da AR, foi de
1,43+0,66.

5.2 Associacdao alélica e genotipicacom a AR

ApOs a genotipagem para o polimorfismo rs6853, foram analisadas a
distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos de pacientes e
controles nas duas populacdes estudadas. O alelo G apresentou frequéncia de
15,3% nos pacientes de Pernambuco e 15,1% nos pacientes de Sdo Paulo. Ja
a frequéncia do alelo G no grupo controle foi de 23,3% em Pernambuco e
21,5% em Sao Paulo. Apdés as andlises estatisticas, o alelo G mostrou-se
associado com menor susceptibilidade a AR em Pernambuco (OR= 0,65; IC =
0,4 -0,8; p=0,002) e em Séo Paulo (OR = 0,54; IC = 0,35 - 0,82; p = 0,04).
Considerando as analises genotipicas, o genotipo GG apresentou frequéncia
de 2,3% nos pacientes e 7,5% nos controles na populacdo de Pernambuco,
apresentando diferencas estatisticamente significativas (p = 0,0007) neste
grupo. Entretanto, ndo houve associacdo genotipica para os individuos do

estado de Sdo Paulo (Tabela 3).

Tabela 2 — Caracterizagéo das populagdes de estudo

Caracteristicas Demograficas n (%)
Grupo de pacientes 424 (57,5)
Grupo controle 356 (42,5)
Idade média dos pacientes 51,8+10,34
Idade média dos individuos saudaveis 57+11,3
Pacientes

Género

Feminino 413(97,6)



Masculino 11 (2,4)
Tabagismo

Sim 54 (13,39)
Nao 370 (86,61)
Caracteristicas Clinicas Média tDP
Idade ao diagndstico 41,86+10,18
Tempo de doenca (em anos) 11,01+7,89
HAQ 1,43+0,66
CDAI 20,33+£10,02
DAS28 3,84+1,15
PCR 5,08+10,43
Dados Laboratoriais n (%)
PCR

Niveis normais 312 (75,6)
Niveis alterados 112 (24,4)
Fator Reumatoide

Negativo 203 (44,1)
Positivo 221 (55,9)
VSH

Normal 198 (41,1)
Alterado 226 (58,9)
Erosdes O0sseas

Sim 108 (85)
Nao 19 (15)

50
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Tabela 3 — Distribuigcdo alélica e genotipica e analises estatisticas para o polimorfismo rs6853

na populacédo de Pernambuco.

MYD88

Gendtipo
AA
AG
GG

Alelo

Pacientes Controles
N =233 % N =189 %
167 71,6 115 60,8
61 26,1 60 31,7
5 2.3 14 7,5
395 84,7 290 76,7
71 15,3 88 23,3

OR

Ref
0,57
0,24

Ref
0,65

IC
0,44-1,0
0,06 -0,75

0,4-0,8

p.value

0,1
0,007

0,002

Tabela 4 — Distribuigcdo alélica e genotipica e analises estatisticas para o polimorfismo rs6853

na populacéo de Séo Paulo.

MYD88

Gendtipo
AA
AG
GG

Alelo

Pacientes Controles
N =191 % N =157 %
134 70,1 98 62,4
52 27,2 55 35
5 2,7 4 2,6
320 84,9 231 78,5
57 15,1 63 21,5

OR

Ref
0,69
0,91

Ref
0,54

IC

0,45-1,12

0,1-4,37

0,35-0,82

p.value

0,1
1

0,04

5.3 Imunofenotipagem dos mondcitos

ApOs a aquisicado de células pelo citdmetro de fluxo, foram avaliadas as

caracteristicas da células através dos parametros FSC e SSC. A Figura 12

ilustra as caracteristicas de tamanho (SSC) e complexidade (FSC) das células

cultivadas. Esta populagédo foi delineada pela area P4, pois representa uma

populacao de células maiores com caracteristicas de mondcitos.
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Figura 12 — Dot plot por densidade da regido dos mondcitos com aumento de 1000 vezes. Em

vermelho, maior densidade de células expressando o marcador CD45. SSC: Side-scattered
light. FSC: Forward-scattered light
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A Figura 13 representa o percentual de células delimitado em P4 que
sdo positivas para o marcador de leucdcitos CD45. Observa-se que da area

delimitada, 99,9%, com variacdo de 5%, séo células que expressam CD45.

Figura 13 — Estratégia de gate utilizando SSC e CD45 para determinar células positivas para

CD45. A regiao delimitada em R3 ilustra as células com pouca granulosidade e positivas para
CD45
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No histograma da Figura 14, observa-se a populacao relativa de células
com expressdo de CD45 que também expressam CD14. Do total de células
CD45 positivas, 94,9% expressam o marcador CD14. Este marcador é

especifico para monacitos.
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Figura 14 — Histograma representando a populacao relativa de células positivas para CD45

que também expressam CD14

ADE 4
g Gate: (R3 in (P4 In PE)

Count
Partial data dizplayed

Em seguida, foram delimitadas as subpopula¢cdes de mondcitos em um
dot plot. Aproximadamente 64,1% expressavam apenas o marcador CD14,
sendo consideradas CD14Hi9" D16, 28,2% eram CD14"9"CD16+. Apenas
1,5% eram CD14°“CD16"9" e 8,1% n&o expressava nenhum dos marcadores.
(Figura 15).

Figura 15 — Dot plot representativo das subpopula¢gfes de mondcitos. Em Q9-UL estdo as
células positivas para CD14. Em Q9-UR estado as células positivas para CD14 e CD16. Em Q9-
LR estdo as células positivas para CD16. Em Q9-LL estdo as células com auséncia de

expressdo tanto para CD14 quanto para CD16. O eixo foi estabelecido através dos controles
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Também foi analisada a expressdao do marcador celular CD14 e
comparada a intensidade média de fluorescéncia (IMF) entre 0os grupos
estimulados e nao estimulados. O histograma da Figura 16 representa a
variagdo da expressdo do CD14 em mondcitos ndo estimulados (vermelho) e
estimulados (preto). A IMF pré-estimulo foi de 34468,46 e pos-estimulo
115920,77. Esta analise comprova a funcionalidade do estimulo por LPS, pois

aumenta em 3,36 vezes a expressao do marcador CD14.

Figura 16 — Histograma representativo da intensidade média de fluorescéncia para o marcador

CD14. Em vermelho, o pico de IMF no tempo 0 (To), Em preto, o IMF no tempo 24h (T24n) do

grupo correspondente de células da condigdo estimulada.
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5.4 Analise da expressdao génica

As andlises de expressdo génica utilizando o 222C9 como método de
guantificacdo mostraram que 0s mondcitos ndo estimulados dos individuos
com gendtipo GG apresentam menor perfil de transcricdo do MYD88 quando
comparados ao AA (1,55 folding change, p = 0,04) e AG (8,06 folding change, p
= 0,03). Apos 24 horas de estimulo com LPS, os mondcitos apresentaram perfil
transcricional 1,11 vezes maior quando estimulados do que os mondcitos néo
estimulados, sem considerar os genotipos. Apos estratificagcdo genotipica, as
células com genadtipo AA e AG apresentam diminuicdo nos niveis de expresséao
do MYD88 em 1,47 e 2,33 vezes, respectivamente. Entretanto, os mondcitos
com gendtipo GG apresentam aumento na expressdo em 4,06 vezes (p =
0,013; t=-4,24) (Figura 17).
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Figura 17 — Expressédo do MYD88 em relacao aos gendtipos. 1: Expressdo em mondcitos
estimulados com LPS durante 24 horas em compara¢do com células ndo estimuladas usando
PCR quantitativa em tempo real. Os resultados foram normalizados para GAPDH. A expressao
de MYD88 em mondcitos ndo estimulados é normalizada para 1. 2: Expressédo de MYD88 em
mondcitos nao estimulados apés 24 horas. A: mudanga relativa de GG em relagao ao genétipo

AA. B: mudanca relativa de GG em relagéo ao AG.
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5.5 Dosagem de IL-1B do sobrenadante de cultura

A Figura 18 representa os niveis de IL1B secretados pelos mondcitos
nas condi¢des estimulado e ndo estimulado. De forma global, os monécitos ndo
estimulados produziram 6,94 (x=7,95) pg/mL da citocina, enquanto o0s
estimulados produziram 30,83 (+=33,64) pg/mL apds 24 horas de estimulo com
LPS, p = 0,001, teste T = 0,001.
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Figura 18 — Producéo total de IL1( a partir de cultivo de mondcitos. LPS: condigédo estimulada

com lipopolissacarideo de E. coli. Sem LPS: condic&o de cultivo sem estimulo.
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Quando a producao de IL1B é comparada entre os grupos estimulado e

ndo estimulado de acordo com os gendtipos para o polimorfismo rs6853,

observa-se que o gendtipo AA na condicdo sem estimulo produz 6,56 pg/mL e

na condicdo estimulada produz 44,83 pg/mL, com diferenca estatisticamente

significativa (p = 0,001). Os sobrenadantes de cultura dos individuos com

gendtipo AG produziram 7,6 pg/mL na condi¢cao ndo estimulada e, ao estimular

0s monocitos, a secregao da IL13 aumentou para 15,27 pg/mL. Esta diferenga,

no entanto, nao foi significativa do ponto de vista estatistico (p = 0,980).

Por fim, a producgao de IL1B dos individuos com genétipo GG foi de 7,27

pg/mL na condi¢do ndo estimulada e, apds o estimulo por 24h, a producéo da

interleucina foi elevada para 8,33, sem diferenca estatistica (p = 0,612).

Figura 19 — Producéo total de IL1B a partir de cultivo de mondcitos com estratificacéo para os

gendtipos AA, AG e GG do polimorfismo rs6853. LPS: condicdo estimulada com

lipopolissacarideo de E. coli. Sem LPS condicéo de cultivo sem estimulo

IL-1B levels (pg/mol)
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6 DISCUSSAO

Citocinas de papel importante na imunopatologia da Artrite Reumatdide
sao transcritas mediante o recrutamento do MYD88 e ativacdo do NF kB. Estas
moléculas proinflamatérias contribuem para o recrutamento de leucdcitos,
manutencdo da inflamacdo e dano articular, sendo secretadas de forma
significativa em mondcitos de pacientes com a doenca. No presente estudo,
relatamos pela primeira vez evidéncias genéticas de que o polimorfismo rs6853
[A>G], localizado na regido 3’'UTR do gene MYD88 pode estar envolvido no
desenvolvimento da AR.

Na avaliacdo da associacdo do SNP com a susceptibilidade da doenca,
foi observada que a distribuicdo do alelo G nos individuos do grupo controle
apresentou a frequéncia de 23,3%, no estado Pernambuco e 21,5% em S&o
Paulo, sendo este um valor superior aos 18% observado no estudo realizado
por Carrasco-Colom et al. (2015) na populacdo da Catalunha, Espanha, que
associou o alelo G com doenca pneumocotcica (OR = 1,9 I: 1.462-2.563,
p.value = 0,0007)) Enquanto isso, Capparelli et al. (2013) encontrou frequéncia
de 27%, 29% e 11% nas populagdes italiana, romena e ucraniana,
respectivamente. Em um estudo que associou o0 alelo A com resisténcia a
tuberculose ( OR = 5,78 p.value = 0,001) Nossos resultados mostram
associacdo estatisticamente significativa entre o alelo G com a AR em
Pernambuco (OR = 0,65; IC = 0,4 — 0,8; p.value = 0,002) e Séao Paulo (OR =
0,54; IC = 0,35 - 0,82; p.value = 0,04).

Com o intuito de avaliar o possivel impacto funcional do gendtipo GG
deste polimorfismo na via TLR-NF-kB, foi realizado cultivo de mondcitos em
duas condic¢des: estimulados com LPS e n&o estimulados com LPS, e de
acordo com os trés gendtipos AA, AG e GG. Além disso, foi feita a dosagem de
IL18, com o objetivo de avaliar o produto final desta via. Este desenho
experimental utilizou o estimulo com LPS para simular um possivel estado
inflamatorio nas células, como o que € observado em individuos portadores da
Artrite Reumatoide.

Na condicdo sem estimulo, os resultados mostram que o perfil
transcricional do MYD88 é 1,1 vezes menor nos individuos com o genétipo GG

do que nos individuos com o gendtipo AA. A quantificagdo de IL13 no grupo
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GG também apresentou diminuicdo quando comparado ao grupo AA.
Entretanto, quando os mondcitos foram estimulados com LPS, observamos que
o perfil transcricional do MYD88 para o genétipo GG aumentou mais de 4
vezes, quando comparado aos grupos AA e AG. Dessa forma, por produzirem
pouca quantidade de transcritos de MYD88 na condi¢cdo sem LPS, as células
dos individuos com o genotipo GG reagiram de forma mais abrupta ao estimulo
com LPS, aumentando a transcricio de MYD88 possivelmente como um
mecanismo compensatorio da baixa produgdo sem estimulo para combater um
possivel patdgeno.

Outro resultado do estudo foi a diminuicdo da producao de IL1B8 nos
cultivos do gendtipo GG. Estes individuos apresentaram producdo 5 vezes
menor de IL13 quando comparados com individuos do genétipo AA e AG (8,33
versus 44,83 pg/mL, 15,27 pg/mL de AG). A nossa explicacdo para o fato que
houve aumento em 4 vezes no perfil transcricional do MYD88, sendo que este
nao acarretou em aumento, mas sim em diminuicdo da producao de IL1p,
quando comparadas ao grupo AA, é que houve algum mecanismo de
regulacéo da expressdo génica que foi capaz de modular a grande quantidade
de transcritos de MYD88, diminuindo assim a traducdo da molécula e,
consequentemente, produzindo menores niveis de IL13 quando comparados
ao genotipo AA. Portanto, podemos considerar que os individuos com genotipo
GG séo baixo produtores de IL1.

Baseando-se nos resultados encontrados neste estudo, uma hipotese
para o aumento de transcrito de MYD88 acompanhada de uma diminui¢cao do
produto final de sua via, a IL1B, seria a regulacdo através da acdo de
microRNAs, que sao potentes reguladores da expressdo g6enica a nivel
transcricional. Polimorfismos na regido 3’'UTR podem modificar a sequéncia-
alvo de alguns miRNAs, criando novos sitios-alvo ou eliminando os sitios
existentes. Até o presente momento, nem todos os alvos de miRNAs foram
validados experimentalmente e a identificacdo desses sitios depende de uma
analise preliminar por predicao através de bioinformatica (Jin and Lee 2013).

Para observar se a regido do polimorfismo rs6853 € alvo de ligacéo de
microRNAs, utilizou-se a plataforma miRNA-SNP: microRNA-related Single
Nucleotide Polymorphisms disponivel no enderecgo eletronico
http://www.bioguo.org/miRNASNP/index.php. Na analise realizada para este
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trabalho, observou-se que na presenca do alelo G ocorre a formacdo de um
sitio de ligacao para o microRNA hsa-miR-516a-5p com delta G -18.20 kcal/mol
de energia, garantindo uma O6tima considacdo termodinamica para o
pareamento do microRNA com sitio criado pelo alelo G

Assim, € possivel sugerirmos que, ao serem estimulados com LPS, os
monaocitos dos individuos com genoétipo GG aumentaram a taxa de transcricao
de mRNA do MYD88, porém foram alvo da regulacéo pelo hsa-miR-516a-5p, o
gue provocou regulacao da producgéo proteica de MYDS88, resultando em baixa
quantidade de IL18.

Recentemente, outros estudos também mostraram os efeitos da
diminuicdo de MYD88. Em modelo animal utilizando camundongos MYD88,
ocorreu a reducdo de eosinofilia além da diminuicdo de producdo da citocina
ILL7A, molécula efetora da resposta Thl7. Neste mesmo estudo,
camundongons MYD88** demonstraram proliferacdo e expansido da resposta
Th1l7 em resposta a sinalizacdo por IL-23, revelando que o MyD88 exerce
papel critico na alergia e inflamacao através da via IL1R1 e diferenciacao de
células Thl7 (PHAM VAN et al., 2016). Outro estudo realizado com células de
carcinoma pulmonar, observou que a proteina MyD88 estava altamente
expressa em 62,2% das células cancerosas, enquanto, sua expressao foi
observada em apenas 10% das células controle. Dentre os pacientes com este
tipo de cancer, a elevada expressdao da MyD88 foi associada com pior
progndéstico, metastase e diminuicdo da sobrevida dos pacientes em 5 anos
(ZHU et al., 2011)

Com base nos resultados apresentados até o momento, o alelo G
confere vantagem genética garantindo menor susceptibilidade dos individuos
portadores do alelo G no desenvolvimento da AR através da criacdo de um
sitio para o hsa-miR-516a-5p. Dessa forma, a expressao do gene MYD88 é
regulada negativamente e, por consequéncia, ocorre menor transcricdo de
citocinas proinflamatérias via NF-kB. Nesse contexto, pode-se sugerir que 0
alelo G desempenha fungdo imunomoduladora da via TLRs-NF-kB, podendo

modular a secrecao de citocinas em mondcitos de pacientes com a doenca.



60

7 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou pela primeira vez que o polimorfismo
rs6853 esta associado com menor suscetibilidade a AR nas populacdes dos
estados de Pernambuco e de S&o Paulo. Além disso, o SNP associado foi
capaz de regular a expressdo do mRNA do MYD88 e a subsequente producéo
de IL1B em cultivo de mondcitos. Dessa forma, podemos sugerir que o alelo G

possa atuar como um baixo produtor de citocinas proinflamatorias.
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LETTER

A genetic variant within SLC30A6 has a protective role in the severity of

rheumatoid arthritis

JE Adelino™?, C Addotbati'2, A Pontillo’, TS Fragoso®, ALBP Duarte®, § Crovella'?, J De Azvedo Silva'?, P Sandrin-Garcia™

'Department of Genesics, Faderal University of Pemambuca, Recife, Brazl

*Kaizo Asami Immunopsthology Labaratory {LIKA| Federsl University of Pamambuco, Recife, Brazil
“*Departnent of Immunology, Sso Pawo State University, Sda Paulo, Brazl

*Division of Rhaumatalogy, Clinical Hospital, Federal University of Nagoas, Maceid, Brazl

SDivision of Rheumatalogy, Clinical Hospital, Federal University of Pemambuca, Recife, Brazl

Rheumawid anhritis (RA) is a chronic autoimmune
disease characterized by an exacerbated inflammation
response, leading to tssue damage and functional dis-
ability. Zinc (Zn) & atrace element crucial for immune
cell function. Low serum levels of Zn are abk to
increase systemic inflammation and pro-inflammatory
cytokines, which exacerbate RA activity (1). The zinc
wansporter ZNT6 is encoded by SLC30A6 (2p223)
and regulates Zn at the cellular kevel ZnT6 & located
at the Golgi apparatus, promotes Zn efflux, and is
essential for transporting it from cells to the body
(2). As Zn levels in the body fluctuate, they may be
responsible  for preventing or even aggravating
degenerative conditions related to programmed cell
death, such as RA (3). As RA is an autoinflammatory
disorder with a strong genetic role, SLC30A6 varna-
tions able 1 modulate Zn function may be associated

with RA development and its clinical and laboratory
manifestations,

We recruited 128 RA patients (mean age 512 = 11.7
years) from the Divison of Rheumatology, University
Hospital of the Federal University of Pemambuco,
Recife, Brazil. The diagnosis of RA was performed
according to criteria defined by the American College
of Rheumawlogy (4). Health Assessment Questionnaire
(HAQ) and Qlinical Disease Activity Index (CDAI
scores were obtained for the RA patients. The control
group comprised 143 healhy individuals (mean age
39.2 £ 142 years) from the same geographical area
(Recife, Pernambuco, Brazil). The study was approved
by the Medical Ethics Commitiee of the Federal Uni-
versity of Pemambuco (CAAE 03065312.30000.5208).

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
samples using a Wizard Genomic DNA Purificaton Kit

Table 1. Genotype analysis for the SLC30A6 SNP rs430759 and CDAI score in different genetic models.
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(Promega, Madison, WI, USA), according to the
manufacturer’s recommendations. The single nucleotide
polymorphism (SNP) assessed in this sudy was
5430759 A>G, located in the 3' unvanslated region
(UTR) of the SLC30A6 gene [minor allele frequency
(MAF) = 0.42]. Genotype frequencies were compared
for Hardy-Weinberg expectations using the Genotype
Transposer (5).

Allelic and genotype frequencies from patients and
controls were compared to detect any statistically dif-
ferential distributions using Fisher's exact test in R
Software. We also assessed their possible association
with HAQ and CDAI scores using the logistic regres-
sion test with the SNPassoc Package in R Software
(6). Allelic and genotypic frequencies in patients and
controls were in Hardy-Weinberg equilibrium. We
observed an association between the AJA genotype
and low severity of disease in RA patients, measured
by the CDAI score, and represented by a low mean
value of this score (11.73 = 1.98, p-vale = 0.03)
(Table 1). We did not detect any association with
disease susceptbility.

Our study evidences an association between the A/
A genotype from SLC30A6 and a low susceptibility to
RA severity. It is noteworthy that the relevant action
of Zn depends on its sufficient availability intra- and
extracellularly to regulate immune function. Zn con-
centrations have been described as lower in RA
patients when compared with healthy individuals,
keading to the suggestion that low serum lkevels of
Zn are sssociaked with the presence of RA (7). In
addition, serum Zn deficiency correlates with high
kevelk of the pro-inflammatory cytokines interleukin
(IL}1p, IL-8, and mmour necrosis facwor (TNF)-a in
RA (1). IL-1B, IL-8, and TNF-a are known to con-
wibute to RA seventy through angiogenesis and leu-
cocyte recruitment in RA joints. Indeed, intracellular
Zn activates nuclkear factor kappa B (NFxB), a tan-
scription factor that modulates those cytokines, More-
over, Zn therapy has shown beneficial effecs in RA
patients, decreasing joint swelling and moming stiff-
ness and increasing walking tme (8).

To investigae the possible functional impact of this
SNP, we also conducted an in-silico analysis of the
3 UTR of SLC30A6 using the MiSNP database (9).
Our analysis shows that the 3' UTR region of the

Letter

SLC30A6 gene is a target site for miR-4760-3p. When
the A alelle from rs430759 A>G is present, it abrogatkes
the miR-4760-3p binding site and therefore modulates
SLC30A6 regulation. Considering our results and the role
of microRNAs in gene expression regulation, it can be
concluded that the A alkele upregulates SLCAS expres-
sion due to mRNA accumulation In conclusion, and in
accordance with the role of Zn in inflammation, we
suggest that RA patients with the A/A genotype
15430759 present a predisposition to low disease activity.
Thus, the A/A genatype 15430759 may confer a suitably
halarced Zn level and downregulaee NFxB activation,
resulting in lower production of pro-inflammatory cyo-
kines regulating this tramscription factor.
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CCR5A32 and the genetic susceptibility to rheu-
matoid arthritis in admixed populations: a multi-
centre study

Rheumatology key message

« CCRS5A32 is associated with protaction to rheuma-
toid arthritis in Brazlian populations.

S, RA is a systemic autoimmune disease characterized
by chronic and symmetric joint inflammation, which leads
to bone eroson and swollen articulations caused by
leucocyte infiltration, resulting in progressive loss of func-
tion. Although the triggers for the disease remain elusive,
it is established that it possesses strong genetic and im-
munological components.

Tha CC chamokine recaptor type five {CCR5) belongs
to a superfamily of G protein-coupled receptors with
seven transmembrane domains. Several studes hawe
suggestad its role on leucocyte migration to inflammatory
sites, activated by figand binding [1, 2]. A 32bp deletion
polymorphism in the CCRS gene (CCR5A32) creates a
premature stop codon and thus a truncated protein that
is not exprassed at the cell surface. Most previous studies
that have assessed the influence of the CCR5 genotype in
the genetic susceptibility to RA wera mainly single centra
studies regarding European or European-derived popula-
tions. Hers, we conducted a multicentre analysis encom-
passing four Brazlian admixed populations from different
regions of Brazl. A total of 740 patients with RA, diag-
nosed according to the ACR, and 676 controls from the
cities of Porto Alegre (South), Belém (North), Recife
{Northeast) and Ribeirao Prato {Southeast) wera PCR gen-
otyped for the CCR5A32 polymorphism as previously
described [3]. This study was approved by the Ethics

Committeas from all medical centres involved and all pa-
tients and controis gave their informed consent.

In three out of the four cities analysed, we observed a
lower frequancy of CCR5A32 camiers in patients as com-
pared with controls (Table 1). Remarkably, the two largest
cohorts—Porto Alegre and Belém —presented significant
differences in CCRS A32 carner frequencies between pa-
tients and controls (P=0.016 and 0.022, respectively) des-
pite sgnificant differances in their ethnic composition [4]. Of
note, the sample from Porto Alegre was composed exclu-
givaly of subpcts of European ancestry (self-declared as
whits), whie the other three cohorts were composed of
indwviduals from the general population selected regardiess
of skin colour. Porto Alegre presented a much higher A32
allale frequency in both patients and controls {and was also
the only population to present A32 homozygotes—two,
both in the control group), probably due to the high

admixture componant of the other threa cohorts (remem-
bering that Native-American and African populatons lack
this allele) [4-6]. Ribeirdo Preto, the only city that did not
folbw a trend towards a lower frequency of A32 among
patiants, was the smallest of the four cohorts. In order to
globally evaluate the effect of CCRS A32 in the susceptibil-
ity to RA in these populations, we appliad a binary logistic
regression model. The odds ratio associated to the rek
conferred by the A32 allele was 0.599 @5% CL 0.40,
0.90), pointing to a protective role of CCRSA32 against
RA susceptibility. By this model, CCRSA32 carnars are
~1.7 times less likaly to dewelop RA than non-carners.

A number of genetic association studies have been
conducted in order to assess the effect of CCR5A32 in
the susceptibility to RA, and the data from those studies
ware collectiwly analysed in a recent meta-analysis [7]
that pointed to a protective role of this polymorphism
against RA. However, the vast majority of the data
involved European populations, and cumently there is a
lack of data assessing the influence of CCR5A32 in
admixed populations like those in Brazil, where seweral
indviduals phenotypically regarded as black (African-
derived) or brown (European-African admixed ancestry)
are carners of this typically European allele. Moraover,
although half of those studies had a high power detecting
small genstic effects, only two of theam were able to ob-
serve a significant association between CCR5A32 and
protection against RA. This implies that eithar the genetic
effect conferred by this polymorphism in susceptibility to
RA is too small or that it varies among different popula-
tions. In support of this second hypothesis, our group has
previously shown that, in SLE, another autoimmune dis-
ease, the effect of CCRS polymorphism on the genstic
susceptibifity and clinical outcome vaned with genatic/
aethnic background, being protective in European-denved
patients whareas African-derived female camars were not
protected and were also more prons to develop class V

nephntis [8]. Thus, itis also possible that such an admixed
genatic background, with a significant contribution of an
African-denved component (among other ethnic contribu-
tions), could influence the genetic impact of CCR5A32 in
the development of RA. Of note, we observed significant
associations in the cities known to present a lower Afncan
genatic componeant {Porto Alegre and Balem). The possi-
bility that the lack of association in the other two cities
could result from the interaction of the CCR5A32 allele
with differant genomic contexts is of great interest and
remains to be assaessad by future studies.

Concluding, we obsarved an overall protective effect
associated to the presence of the CCR5A32 allale against
RA susceptibility that was evidenced in cities with a lower
African genstic component. Our results highlight the im-
portance of assessing the influence of CCRS under differ-
ent genstic backgrounds.
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Taaee 1 COR5A32 carner frequencies in RA patients and controls

Patients
Poro Alegre™ (n) 381
A32 camier, n (%) 29 (890
A32 non-camer, n (%) 33229
A32 alels freq. 0.040
Belam® ) 186
A32 camer, n (%) 422
A32 non-camer, n (%) 182 @7 8)
A32 allele freq. oon
Recie® {n) 104
A32 camer, n (%) 4(38)
A32 non-camier, n (%) 100 @6 2)
A32 allele freq. 0019
Ribeirdo Preto® (n) 89
A32 camier, n (%) 8(90)
A32 non-camer, n (%) 81010
A32 alels freq. 0.045
Overall effect”
A32 camer
City

Contrals

33 (14.2)
200 (85.8)

OR (95% Cl) P-value'

233
053 (031, 0.90)

0.075
206

14 6.8 030 (0.08, 0.89)

192 @3.2)

0.034
154

8(.2) 0.73 (0.19, 2.48) 0880

146 94.8)

0.026
83

339 263 (069, 12.59) 0.168

80 {96.4)

0.018

0599 (040, 0.90) 0015
- «<0.001

*Reported ancestry: European 85.5%, Afrcan 5.3%, Amerndian 9.3% [4]. "Reported ancestry: Ewropean 69.7%, Afncan 10.9%,
Amenndian 19.3% [4). “Reported ancestry. Ewopean 50.7%, African 230%, Amerindian 17.3% [5]. “Reported ancestry:
European 64.4%, African 17.8%, Amerindian 11.7% [8]. "Binary logistic regression. "bold values refer to P-vaues under 0.05.
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ANEXO V - Curva de calibracao do ELISA

Five Parameter Logistics (1/Y”2)

R-Square = 0,9974188 , RMSE = 0,00000
a = 0.11200, b = -1.51514, c = 320.70730, d = 1.35634, e = 0.68215
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ANEXO VI - Eletroforese em gel de agarose para avaliar a integridade do
RNA de cultura
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Carteira de Identidade 8537736 SDS - PE - 13/05/2008

CPF 093.353.184-26

Endereco residencial Rua Visconde de Barbacena, 339, apto 102; Varzea
Jardim Panorama - Recife
50740445, PE - Brasil
Telefone: 81 995316184
Celular 81 995316184

Endereco profissional Universidade Federal de Pernambuco, Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami
Av. Prof® Moraes Rego, S/N , Grupo de Pesquisa Variabilidade
Genética Humana
Varzea - Recife
50670901, PE - Brasil
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Endereco eletrénico
E-mail para contato : eduardoadelino@hotmail.com
E-mail alternativo eduardoadelino2010@hotmail.com

Formagéo académicaltitulagao

2015 Mestrado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: AVALIA(;AO DE POLIMORFISMOS DE BASE UNICA E PERFIL DE
EXPRESSAO DO GENE MYD88 EM MONOCITOS DE PACIENTES COM
ARTRITE REUMATOIDE
Orientador: Prof2 Dra. Paula Sandrin Garcia
Co-orientador: Prof® Dra. Jaqueline de Azevedo Silva

2010 - 2014 Graduacdo em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
com <B>periodo sanduiche</B> em Universidade Catélica Portuguesa
(Orientador : Maria José Serol de Brito Correia)
Titulo: ESTUDO DE ASSOCIACAO DE POLIMORFISMO DO GENE
CARD8 (CASPASE RECRUITMENT DOMAIN MEMBER 8) COM A
SUSCEPTIBILIDADE A ARTRITE REUMATOIDE
Orientador: Profa? Dra. Paula Sandrin Garcia e MsC. Catarina Addobbati
Bolsista do(a): Fundacéo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco



84

Formagdo complementar

2015 - 2015

2014 - 2014

2014 - 2014

2014 - 2014

2013 - 2013

2013 - 2013

2012 - 2012

2012 - 2012

2011 - 2011

2011 - 2011

2011 - 2011

2010 - 2010

2010 - 2010

2010 - 2010

Citometria de Fluxo. . (Carga horaria: 80h).
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duracdo em Principios e AplicagBes da Técnica de RNA..
(Carga horéria: 3h).
Sociedade Brasileira de Genética, SBG, Ribeirao Preto, Brasil

Curso de curta duracdo em Ferramentas Aplicadas ao Estudo de
microRNAs. (Carga horaria: 10h).
Universidade Federal do Parana, UFPR, Curitiba, Brasil

Extensdo universitaria em Curso de Inverno de Genética. (Carga horéaria:
36h).
Universidade Federal do Parang, UFPR, Curitiba, Brasil

Curso de curta duragdo em Innate Immunity. (Carga horéria: 6h).
Universidade de Coimbra, UC, Coimbra , Portugal

PCR em Tempo Real: Principios Basicos e Aplicagbes. . (Carga horéria:
60h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Extensao universitaria em Hematologia Laboratorial. (Carga horaria: 80h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragdo em Andlise da Expressdo Génica pela PCR em
Tempo Real. (Carga horéria: 4h).
Sociedade Brasileira de Genética, SBG, Ribeirao Preto, Brasil

Curso de curta duracdo em Interpretacdo de Exames Lab. e Coleta de
Sangue. (Carga horaria: 60h).
Instituto Nacional de Biomedicina, INB, Brasil

Atualizac@o em Fisiologia Enddcrina. . (Carga horaria: 45h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Radiobiologia em Biomedicina. . (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duracdo em Atualidades na Resisténcia Bacteriana. (Carga
horéaria: 4h).
Associacao Caruaruense de Ensino Superior, ASCES, Caruaru, Brasil

Curso de curta duracdo em Recentes avangos na Biotecnologia. (Carga
horaria: 10h).
Associacdo Caruaruense de Ensino Superior, ASCES, Caruaru, Brasil

Curso de curta duragdo em Tendéncias atuais em controle epidemioldgico.
(Carga horéria: 10h).
Associacao Caruaruense de Ensino Superior, ASCES, Caruaru, Brasil
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Atuacéo profissional

1. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2015 - Atual Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Bolsista de

Mestrado , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacdo exclusiva
Outras informagoes:
Bolsista de Mestrado do Programa de Pés-graduagdo de Genética

2014 - 2015 Vinculo: Monitor , Enquadramento funcional: Monitor de

Genética Humana , Carga horaria: 12, Regime: Parcial
Outras informagdes:

Monitor da disciplina de Genética Humana para o curso de Odontologia, sob orientagdo da Prof2 Dr2
Paula Sandrin Garcia

Atividades

04/2014 - 02/2015 Outra atividade técnico-cientifica, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Departamento de Genética

03/2012 - Atual Outra atividade técnico-cientifica, Centro de Ciéncias da
Saude, Departamento de Medicina Tropical

03/2011 - 12/2011 Outra atividade técnico-cientifica, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Departamento de Histologia e Embriologia

2. Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA

Vinculo institucional

2011 - 2015 Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Iniciagdo
Cientifica , Carga horaria: 20, Regime: Dedicacao exclusiva
Outras informagdes:

Bolsista de Iniciag&o Cientifica pela FACEPE desenvolvendo o projeto ESTUDO DE ASSOCIACAO DE
POLIMORFISMOS DO GENE CARD8 COM A SUSCEPTIBILIDADE AO
DESENVOLVIMENTO DE ARTRITE REUMATOIDE.

Projetos

Projetos de pesquisaProjetos de pesquisa2015 - Atual Identificacdo de Marcadores Genéticos
na Artrite Reumatoide
Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (2);
Integrantes: José Eduardo Adelino Silva; Paula Sandrin-Garcia (Responsavel); Maria Helena
Queiroz de Araujo; Eliézer Rushansky; Paulo Roberto Eleutério de Souza; Isaura Gomes



86

2011 - 2014 Polimorfismos dos genes codificantes pelas proteinas dos inflamasomas:
Associacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento do Lupus
Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide e a gravidade das doencas
Descrigdo: O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e a Artrite Reumatoide (AR) sdo duas
das doencas auto-imunes reumatoldgicas mais prevalentes na populacdo e acometem
principalmente adultos em idade laborativa. Diversos 6rgdos e sistemas sdo alvos destas
doencas e altos graus de morbidade e até mesmo o desfecho fatal de alguns destes pacientes
sdo possiveis consequéncias.Doencas inflamatdrias e auto-imunes comuns apresentam uma
patogénese multifatorial, no qual o fator genético é importante, como mostrado pela recorréncia
familiar da doenca, e pela presenca concomitante de multiplas doengas auto-inflamatorias e
auto-imunes. Segundo a literatura, os inflamassomas tém um papel importante na imunidade
inata, e também na imunidade adaptativa, e € possivel que polimorfismos na seqiiéncia dos
genes das proteinas que constituem os inflamassomas estejam associados a maior
susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide, além de maior
gravidade e dano organico nestes pacientes.
Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacéo (1); Doutorado (2);
Integrantes: José Eduardo Adelino Silva; Thiago Sotero Fragoso; Alessandra Pontillo; Sérgio
Crovella; Paula Sandrin-Garcia (Responsavel); Catarina Addobbati Jorddo Cavalcanti

Areas de atuacéo

1. Genética Humana e Médica

2. Biologia Molecular

Idiomas

Inglés Compreende Razoavelmente , Fala Pouco , Escreve Razoavelmente , Lé
Bem

Espanhol Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé
Bem
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