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RESUMO 

 

 A Artrite Reumatoide (AR) é uma doença autoimune que acomete 

articulações sinoviais. A MyD88 atua como proteína adaptadora, mediando a 

via TLRs (Toll Like Receptors) e a transcrição para citocinas envolvidas na 

doença. Assim, é possível que polimorfismos no MYD88 possam estar 

envolvidos nos processos funcionais do gene, e consequentemente na 

produção de Interleucina 1β (IL1β). Este estudo avaliou se existe associação 

entre o polimorfismo rs6853 no MYD88 e o possível impacto funcional dele no 

desenvolvimento da doença. Pacientes com AR e indivíduos saudáveis (424 e 

356, respectivamente) dos estados de Pernambuco e São Paulo, foram 

genotipados para o polimorfismo rs6853 [A>G]. A análise funcional consistiu da 

avaliação da expressão gênica de cultivo celular de monócitos de indivíduos 

com os genótipos AA, AG e GG, e também da avaliação da secreção de IL1β 

realizada por ELISA. O polimorfismo rs6853 foi associado com menor 

suscetibilidade à AR em ambas as populações estudadas. O genótipo GG 

mostrou-se 4 vezes mais expresso que o RNAm do genótipo AA, quando 

estimulado com LPS, simulando o processo de inflamação. Entretanto, a 

dosagem de IL1β apresentou níveis mais elevados para o genótipo AA (44,83 

pg/mL) comparado ao GG (8,33pg/mL), sinalizando que algum mecanismo de 

regulação da expressão gênica regulou a alta quantidade de mRNA do 

genótipo GG na condição estimulada. Este estudo sugere, pela primeira vez, a 

participação do polimorfismo rs6853 no processo de desencadeamento da AR. 

 

Palavras-chave: MYD88; autoimunidade; monócitos; 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 1β (IL1β). 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 São 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 IL1β 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 IL1β 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 mRNA 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 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 – Manifestação articular clássica da AR: dedos em forma de 

pescoço de cisne....................................................................... 17 

Figura 2 – O quadro a seguir mostram critérios para classificação 

diagnóstica da AR...................................................................... 19 

Figura 3 – Representação da conversão do aminoácido arginina para 

citrulina....................................................................................... 20 

Figura 4 – Imagem clássica de um fator reumatoide: Anticorpo IgM 

dirigido à porção Fc da imunoglobulina G................................. 22 

Figura 5 – Esquematização do início da AR............................................... 23 

Figura 6 – Os fibroblastos sinoviais contribuem para fisiopatologia da AR 

através da redução da apoptose............................................... 25 

Figura 7 – Estágios do dano ósseo na artrite reumatoide.......................... 26 

Figura 8 – O papel dos macrófagos na AR................................................ 28 

Figura 9 – Panorama histórico de polimorfismos de susceptibilidade à 

AR identificados. ....................................................................... 32 

Figura 10 – A via dos receptores do tipo Toll (adaptado de Wang 2014)..... 36 

Figura 11 – localização do gene MYD88...................................................... 37 

Figura 12 – Dot plot por densidade da região dos monócitos com aumento 

de 1000 vezes............................................................................ 52 

Figura 13 – Estratégia de gate utilizando SSC e CD45 para determinar 

células positivas para CD45...................................................... 52 

Figura 14 – Histograma representando a população relativa de células 

positivas para CD45 que também expressam CD14................. 53 

Figura 15 – Dot plot representativo das subpopulações de monócitos........ 53 

Figura 16 – Histograma representativo da intensidade média de 

fluorescência para o marcador CD14........................................ 54 

Figura 17 – Expressão do MYD88 em relação aos genótipos...................... 55 

Figura 18 – Produção total de IL1β a partir de cultivo de monócitos............ 56 

Figura 19 – Produção total de IL1β a partir de cultivo de monócitos com 

estratificação para os genótipos................................................ 56 



 
 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Par de primers para detecção do mRNA do gene MYD88 .... 46 

Tabela 2 – Caracterização das populações de estudo............................. 49 

Tabela 3 – Distribuição alélica e genotípica e análises estatísticas para 

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

Tabela 4 – Distribuição alélica e genotípica e análises estatísticas para 

o polimorfismo rs6853 na população de São Paulo............... 51 

 

 

 

  



 
 

 
 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 13 

2 OBJETIVOS .................................................................................................. 14 

2.1 Objetivo geral ........................................................................................... 14 

2.2 Objetivos específicos............................................................................... 14 

3 REVISÃO DA LITERATURA ........................................................................ 15 

3.1 Epidemiologia ........................................................................................... 15 

3.2 Manifestações Clínicas ............................................................................ 16 

3.3 Classificação diagnóstica da AR ............................................................ 17 

3.3.1 O mecanismo de citrulinação e os autoanticorpos .................................. 19 

3.4 Imunopatologia ......................................................................................... 22 

3.4.1 O papel dos monócitos e macrófagos na AR .......................................... 27 

3.5 Fatores Genéticos da AR ......................................................................... 29 

3.5.1 Agregação familiar .................................................................................. 29 

3.5.2 MHC de Classe II .................................................................................... 30 

3.5.3 Genes fora do MHC de classe II ............................................................. 31 

3.5.2 Genes das Citocinas ............................................................................... 32 

3.5.3 A via dos receptores do tipo Toll ............................................................. 35 

3.5.4 Gene MYD88 ........................................................................................... 37 

4 MATERIAS E MÉTODOS ............................................................................. 40 

4.1 Recrutamento de pacientes com Artrite Reumatoide ........................... 40 

4.2 Recrutamento de indivíduos saudáveis ................................................. 41 

4.3 Comitê de Ética ........................................................................................ 41 

4.4 Coleta de sangue, extração e quantificação do DNA genômico .......... 42 

4.5. Seleção do polimorfismo de base única (SNP) .................................... 42 

4.6 Genotipagem ............................................................................................ 43 

4.7 Isolamento de células mononucleares e cultivo de monócitos genótipo 

guiados ........................................................................................................ 43 



 
 

 
 

4.8 Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo .......................................... 44 

4.9 Extração de RNAm e síntese de cDNA ................................................... 45 

4.10 Desenho e validação de primers para avaliação da expressão gênica

 ...................................................................................................................... 46 

4.11 PCR em Tempo Real quantitativa ......................................................... 47 

4.12 Avaliação da Expressão Gênica ........................................................... 47 

4.13 Quantificação de IL1β ............................................................................ 48 

4.14 Análises estatísticas .............................................................................. 48 

5. RESULTADOS ............................................................................................. 48 

5.1 População de estudo ............................................................................... 48 

5.2 Associação alélica e genotípica com a AR ............................................ 49 

5.3 Imunofenotipagem dos monócitos ......................................................... 51 

5.4 Análise da expressão gênica .................................................................. 54 

5.5 Dosagem de IL-1β do sobrenadante de cultura ..................................... 55 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................. 57 

7 CONCLUSÃO ............................................................................................... 60 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................ 61 

ANEXO I - Artigo publicado na revista Scandinavian Journal of 

Rheumatology. ............................................................................................... 74 

ANEXO II - Artigo publicado na revista Rheumatology............................... 77 

ANEXO III – Parecer do Comitê de Ética das amostras do Estado de São 

Paulo ............................................................................................................... 79 

ANEXO IV – Parecer do Comitê de Ética das amostras de Pernambuco .. 80 

ANEXO V – Curva de calibração do ELISA .................................................. 81 

ANEXO VI – Eletroforese em gel de agarose para avaliar a integridade do 

RNA de cultura ............................................................................................... 82 

ANEXO VII - Currículo Lattes referente ao período do mestrado ............... 83 

 



13 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

 A Artrite Reumatoide (AR) é uma doença autoimune de caráter 

inflamatório que acomete 1% da população mundial. De etiologia 

desconhecida, a AR é classificada como doença multifatorial, pois fatores 

genéticos, ambientais e imunológicos possuem papel relevante na 

imunopatologia da doença. Esse distúrbio é uma artropatia de evolução crônica 

e de alta morbidade em decorrência das deformidades ósseas. Dessa forma, é 

importante ressaltar que os pacientes com AR possuem diminuição da 

capacidade laboral, gerando impactos na vida pessoal e social, além dos 

impactos previdenciários para a economia.  

 A AR é uma doença caracterizada pela inflamação e espessamento da 

membrana sinovial, denominado pannus, provocada pela perda da capacidade 

de apoptose dos fibroblastos sinoviais. Na articulação de um paciente 

acometido pela AR, ocorre a formação de vasos sanguíneos por onde 

leucócitos migram para o interior da articulação. O pannus é responsável pela 

secreção de citocinas proinflamatórias, moléculas essenciais para manutenção 

do estado inflamatório. Estas citocinas são produtos de ativação da via dos 

receptores do tipo Toll que estão cronicamente ativados em pacientes com AR. 

 Os fatores genéticos envolvidos na AR incluem principalmente os 

polimorfismos da base única (SNPs). Estas variantes genéticas, quando 

associadas à doença, podem representar importantes marcadores tanto para 

susceptibilidade quanto para o prognóstico da doença. Nesse contexto, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar se a variação genética rs6835 

[A>G] no gene MYD88, que produz uma proteína adaptadora MYD88, pode 

contribuir para a susceptibilidade à AR, além de observar em modelos celulares 

de monócitos a influência desse SNP no perfil de expressão gênica do MYD88  

e, consequentemente, a participação do gene nas vias de sinalização da 

resposta imune, gerando um maior conhecimento em relação ao 

desenvolvimento da AR, que poderão 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 possível associação de 

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

sua modulação na expressão gênica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Selecionar polimorfismos e determinar as frequências alélicas e 

genotípicas para esses SNPs no gene MYD88 em pacientes com artrite 

reumatoide e indivíduos controle; 

• Avaliar a possível associação destes polimorfismos com a 

susceptibilidade à artrite reumatoide e com os índices clínicos da doença, 

como: DAS28, HAQ, CDAI e positividade para FR; 

• Avaliar se os polimorfismos estudados alteram o perfil de expressão do 

gene MYD88 em culturas de monócitos genótipo guiadas; 

• Mensurar a interleucina 1β no sobrenadante de cultivo dos monócitos 

genótipo guiadas e correlacionar com o perfil transcricional de MYD88 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Epidemiologia 

 A Artrite Reumatoide (AR) é a artrite inflamatória 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 população em geral.  

 A incidência e prevalência da AR é variável entre populações diferentes. 

A prevalência tanto no Norte da Europa quanto na América do Norte é mais 

alta que no Sul da Europa, sendo 0,5% a 1,1% e 0,3% a 0,7%, 

respectivamente. No Brasil, estudos de prevalência mostram uma variação 

entre 0,2% e 1%. Quanto à incidência, 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 é mais baixa, entre 9 a 24 

casos/100.000 habitantes/ano. Não há estudos de incidência da doença no 

Brasil. Essa diferença entre as taxas de prevalência e incidência nas diferentes 

regiões do mundo deve-se principalmente às variações genéticas, 

populacionais e ambientais (ALAMANOS; VOULGARI; DROSOS, 2006; 

CARMONA et al., 2010; TOBÓN; YOUINOU; SARAUX, 2010).   

 Assim como outras doenças autoimunes, a AR é mais comum em 

mulheres do que em homens, na proporção de 4:1. Em um estudo realizado no 

estado do Piauí, foi observada a relação de 8 mulheres para cada homem 

afetado pela doença (ALMEIDA; ALMEIDA; BERTOLO, 2014). Em 

contrapartida, em estudo retrospectivo realizado por Louzada-Júnior et. al 

(2007) no estado de São Paulo, foi observada uma relação de 5:1. Em um 

estudo mais recente, realizado na cidade de Cascavel (Paraná), a relação 

encontrada foi semelhante à do estado de São Paulo, com a proporção de 5,3 

mulheres para cada homem afetado (MAXIMIANO DAVID et al., 2013). Dessa 

forma, os estudos brasileiros estão em concordância com os estudos 

internacionais, onde as mulheres são mais acometidas pela AR que os homens 

(LOUZADA-JUNIOR et al., 2007).   

  A forma infantil da doença, denominada Artrite Idiopática Juvenil (AIJ), 

acomete crianças e adolescentes até 18 anos de idade. Nos Estados Unidos, é 
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a segunda doença mais frequente do tecido conectivo na infância, com 

prevalência de 7 a 400 casos/100.000 crianças e incidência de 0,8 a 

22,6/100.000/ano (MANNERS; BOWER, 2002). 

 Aproximadamente 55% dos pacientes com AR estão em idade laboral, 

portanto, a doença também exerce impacto no sistema público de saúde 

(SUS), na previdência social e na economia do país. Um indivíduo com AR 

possui redução na produtividade laboral, afetando aproximadamente 16-20% 

dos homens e 25-37% das mulheres nesta fase da vida. Neste caso, os 

pacientes necessitariam de 1,15 horas extra por dia para realizar todas as 

atividades laborais. Outro fator que merece destaque é o risco elevado de 

desemprego em indivíduos com AR, que atinge 1,2 a 3,4 vezes quando 

comparada à população não portadora de doenças autoimunes (Moli 2013). 

 A AR corresponde a dois terços dos pacientes com alguma incapacidade 

funcional. O perfil de pacientes com AR que possui alguma incapacidade 

também varia durante o curso da doença atingindo até15% no primeiro ano, 

entre 20 e 40% até os 3 anos e 50-60% até 10 anos após o desenvolvimento 

da doença. O percentual ainda é maior após esse período com 80% após 15 

anos e 90% após 30 anos de desenvolvimento da AR (GRONDAL et al., 2008). 

 Devido aos custos diretos e indiretos, e ao aumento da expectativa de 

vida da população, a AR pode ser considerada uma doença de alto custo. Em 

um estudo realizado no estado de Santa Catarina no ano de 2010, o custo 

médio de um indivíduo com AR para o SUS foi de R$ 19.860,16, sendo o SUS 

responsável pelo pagamento de 73,6% do total desse valor.  Deste valor, 

90,8% corresponde à aquisição de medicamentos; 2,5% às hospitalizações; 

2,2% aos exames complementares e 2,1% às consultas médicas periódicas. 

Esta despesa é 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 Manifestações Clínicas 

 O curso clínico da AR é variável, apresentando períodos de doença ativa 

e de remissão. Os primeiros sintomas da doença são: fadiga, mal-estar, dor 

musculoesquelética generalizada, e, após semanas ou meses, envolvimento 
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das articulações. É importante ressaltar que as manifestações clínicas da AR 

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

 As manifestações articulares da AR podem ser reversíveis durante a 

fase inicial da doença, porém, as alterações relacionadas ao dano cumulativo 

da doença são irreversíveis, pois significa que danos aos componentes das 

articulações foram estabelecidos. Nesses indivíduos, as articulações 

apresentam-se edemaciadas, quentes e dolorosas, caracterizando a poliartrite 

simétrica. Geralmente o acometimento articular é simétrico e as pequenas 

articulações são afetadas antes das maiores. Além disso, uma grande 

particularidade da AR é a rigidez matinal; este sintoma é sugestivo de AR 

quando tem duração maior que 60 minutos (DAVID et al., 2013).  

 Sem o diagnóstico precoce e tratamento inicial, a evolução da doença é 

progressiva e leva a deformidades nos ossos, cartilagens, cápsula articular e 

tendões  (GOELDNER et al., 2011). Em fases mais tardias ocorre ainda desvio 

radial do punho e ulnar dos dedos, caracterizando a deformidade clássica da 

doença que são os dedos em forma de pescoço de cisne (Figura 1). 

 

Figura 1 – Manifestação articular clássica da AR: dedos em forma de pescoço de cisne 

 

Fonte: Revista Brasileira de Medicina 

 

3.3 Classificação diagnóstica da AR 

 A classificação diagnóstica da AR é realizada através de achados 

clínicos e exames laboratoriais. Até 2010, a classificação 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 incluíam alterações radiográficas e nódulos 

reumatoides, entretanto eram ineficientes para identificação da AR inicial. 

Visando diminuir o tempo de diagnóstico e a rápida intervenção terapêutica, 

http://www.moreirajr.com.br/revistas.asp?id_materia=3310&fase=imprime
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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 inflamatória e sorologia foram adicionados a 

esses critérios. Os dados laboratoriais exigidos para diagnosticar e avaliar a 

atividade da doença são as provas de atividade inflamatória, avaliadas pela 

velocidade de hemossedimentação (VHS) e dosagem da proteína C reativa 

(PCR). Já os dados sorológicos envolvem a positividade para o fator 

reumatoide (FR) e para a produção de autoanticorpos contra peptídeo 

citrulinado cíclico (anti-CCP), que serão explicados com detalhe na próxima 

seção 2.2.1. (ALETAHA et al., 2010). 

 Para ser avaliado pelos critérios classificatórios do ACR/EULAR 2010, o 

paciente deve apresentar sinovite clínica ativa no momento da avaliação em 

pelo menos uma articulação. Além disso, esses critérios serão aplicáveis 

apenas aos pacientes cuja sinovite não possa ser explicada por outros 

diagnósticos. Os critérios atuais baseiam-se em um sistema de pontuação 

através de escore de soma direta, onde as manifestações são divididas em 

quatro eixos: acometimento articular (0-5), sorologia (0-3), duração dos 

sintomas (0-1) e provas de atividade inflamatória (0-1). Nesse aspecto, um 

paciente é classificado como tendo AR quando a pontuação mínima de 6 

pontos é atingida. (ALETAHA et al., 2010) (Figura 2). 
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Figura 2 - O quadro a seguir mostram critérios para classificação diagnóstica da AR 

 

Fonte: Goeldner et al., (2011) 

 

3.3.1 O mecanismo de citrulinação e os autoanticorpos 

 A presença de proteínas citrulinadas foi inicialmente relatada como um 

processo presente em tecidos inflamatórios (DARRAH et al., 2013; VIATTE et 

al., 2016). Peptídeos citrulinados foram detectados em amostras de biópsia 

sinovial de pacientes com AR, enquanto que a biópsia sinovial de indivíduos 

saudáveis exibiram quantidades escassas desses peptídeos, sugerindo um 

possível papel da citrulinação na AR (ANZILOTTI et al., 2010).  

  A citrulinação é a modificação pós-traducional do aminoácido arginina 

pelo aminoácido citrulina catalisada pelas peptidildeiaminases (PADs) 

dependentes de cálcio. Cada aminoácido convertido leva a um aumento de 

massa de 0,984 Da e a perda de carga positiva da arginina (Figura 3) A 

alteração na carga da arginina provoca uma mudança significativa na acidez da 

cadeia lateral do aminoácido, alterando, dessa forma, o ponto isoelétrico (pI) de 

11,41 para 5,91. Além disso, ela pode influenciar a capacidade de formação de 
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ligações de hidrogênio e interações com outros aminoácidos. Assim, é possível 

que uma alteração conformacional possa ocorrer e, consequentemente, uma 

eventual alteração funcional, resultando no aumento da meia-vida da proteína 

constituída pela citrulina ao invés da arginina. Essa alteração irá aumentar 

consequentemente a imunogenicidade das proteínas, através do 

reconhecimento das células apresentadoras de antígeno, desencadeando, 

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

 

Figura 3 -- Representação da conversão do aminoácido arginina para citrulina. A reação é 

catalisada pelas enzimas PAD. Esta conversão leva à mudança na estrutura terciária dos 

peptídeos citrulinados. 

                         

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

 

 No contexto da AR, a citrulinação está relacionada com a produção de 

autoanticorpos contra peptídeo citrulinado cíclico (anti-CCP). Estes anticorpos 

apresentam especificidade de 90% para AR (PAYET et al., 2014), podendo 

predizer o desenvolvimento da doença até 10 anos antes do início dos 

sintomas. Com isso, os anti-CCPs se tornaram importantes biomarcadores 

clínicos da AR, sendo inseridos desde 2010 como um dos critérios de 

diagnóstico pelo ACR/EULAR (ALETAHA et al., 2010).  Outro fator importante 

na positividade do anti-CCP é o seu valor prognóstico, uma vez que a 

positividade para o anti-CCP está relacionada ao pior prognóstico da doença, 

sendo que esses pacientes terão maior frequência de consultas e necessitará 

de um tratamento mais agressivo para controlar a doença (VAN DER HELM-

VAN MIL et al., 2005). 
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 A estreita associação entre a taxa de destruição das articulações e a 

positividade para o anti-CCP ocorre devido à presença aumentada de células B 

produtoras do anti-CCP no fluido sinovial, sugerindo a produção local de anti-

CCP no interior das articulações (SNIR et al., 2010). Esses anticorpos formam 

imunocomplexos com as proteínas citrulinadas, e levam ao recrutamento de 

células que induzem a produção de citocinas proinflamatórias, atuando no 

início da reação autoimune que desencadeia a AR (ROOS et al., 2016). 

 Embora o anti-CCP seja considerado o melhor teste diagnóstico para a 

AR, seu custo é elevado, inviabilizando o acesso desta ferramenta diagnóstica 

pelos pacientes do SUS. Por essa razão, o Fator Reumatoide (FR) é o mais 

usual para a classificação diagnóstica da AR atualmente. 

 O FR corresponde a uma classe de autoanticorpos dirigidos contra a 

região Fc da imunoglobulina G (Figura 4). Porém alguns isotipos de IgM, IgA, 

IgE e IgD também são detectados. O FR é detectado em até 52% dos 

pacientes com AR, mas em menos de 5% dos pacientes com outras doenças 

do tecido conjuntivo. Além disso, a presença de isotipos IgA e IgG-RF na 

ausência de IgM-RF é mais prevalente em pacientes com doenças 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 títulos 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 doenças autoimunes e não-autoimunes, 

assim como em indivíduos saudáveis (SONG; KANG, 2010). O FR parte da 

propedêutica para o diagnóstico diferencial de artropatias. Na prática clínica, é 

recomendada a dosagem de anti-CCP e fator reumatoide juntos, pois os dois 

marcadores melhoram a precisão do diagnóstico, em especial no caso da 

artrite (INGEGNOLI; CASTELLI; GUALTIEROTTI, 2013). 
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Figura 4 – Imagem clássica de um fator reumatoide: Anticorpo IgM dirigido à porção Fc da 

imunoglobulina G 

 

 

3.4 Imunopatologia 

 As doenças autoimunes são caracterizadas pela falha nos mecanismos 

de tolerância imunológica através da supressão de células e moléculas 

reguladoras, além de apresentar uma resposta imune exacerbada dirigida a 

antígenos próprios. Essas alterações desempenham papel central na 

imunopatologia da AR. Nesse contexto, é válido analisar como as células e 

moléculas proinflamatórias contribuem para a imunopatologia da AR 

(RAMÍREZ et al., 2016). 

 Acredita-se que o início da AR ocorra com a detecção dos peptídeos 

citrulinados em indivíduos geneticamente suscetíveis. A citrulinação pode 

ocorrer mediante peptidil deiaminases (PADs), que são enzimas presentes na 

P. gingivalis, bactéria causadora da gengivite. Em humanos, a PADI4 também 

está relacionada com o aumento da citrulinação. Esse mecanismo pode formar 

neoepítopos, acarretando a formação dos anti-CCPs (Figura 5) (KOZIEL; 

MYDEL; POTEMPA, 2014). 
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Figura 5 – Esquematização do início da AR. Em indivíduos geneticamente suscetíveis, 

peptídeos citrulinados são apresentados por células apresentadoras de antígenos para ativar 

células T, e por sua vez, induzir as células B a produzirem anticorpos dirigidos aos peptídeos 

citrulinados. O anti-CCP se liga a peptídeos citrulinados formando imunocomplexos que, por 

sua vez, podem mediar inflamação sinovial por ativar o sistema complemento e receptores de 

IgG 

 

  

 As células circulantes da sinóvia detectam imunocomplexos, conduzindo 

a um aumento da vasopermeabilidade preferencialmente nas extremidades 

distais. Posteriormente, o aumento da permeabilidade vascular permite o 

influxo de células inflamatórias para os tecidos articulares (A. HITCHON; EL-

GABALAWY, 2011). É conhecido que os complexos imunitários estão 

presentes no sangue e no fluido sinovial de pacientes com AR estabelecida, 

mas o seu papel nas fases iniciais da doença ainda não está bem 

elucidado. As células dendríticas (CD) são fundamentais para a imunidade 

inata e podem iniciar e/ou perpetuar a sinovite, apresentando antígenos 

artritogênicos aos componentes do sistema imune adaptativo. A ativação e 

maturação de CD ocorre após a exposição a agentes microbianos, incluindo 

produtos de vírus e bactérias, além de citocinas, imunocomplexos e até mesmo 
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a interrupção do contato célula-célula. As células dendríticas expressam 

quimiocinas e o TLR9 e estão em maior quantidade na AR, principalmente nos 

soropositivos para o FR e anti-CCP. Essas células também secretam IL-18 e 

IL-15, que terão seus papéis discutidos adiante, além de IL-23, que promove a 

expansão das células Th17 (LEBRE et al., 2008). 

 Os fibroblastos sinoviais são predominantes na sinóvia de pacientes com 

AR. Este tipo celular é ativado através dos receptores do tipo Toll no estágio 

inicial de ativação sinovial por componentes microbianos, ligantes endógenos 

ou até mesmo RNA oriundo de células que sofreram necrose no fluido sinovial 

(OSPELT et al., 2008). Nos fibroblastos sinoviais, os TLRs levam a produção 

de citocinas proinflamatórias, como a IL-18, que promovem a quimiotaxia de 

monócitos para o interior da articulação. Além disso, a resposta Th1 promove o 

aumento da expressão de I-CAM e V-CAM, além de metaloproteinases nos 

fibroblastos sinoviais (HU et al., 2014). 

 As metaloproteinases (MMPs) são endopeptidases que estão envolvidas 

na remodelação tecidual. Sua atividade catalítica é finamente regulada pelos 

inibidores de metaloproteinases de matriz (TIMPs). Citocinas proinflamatórias, 

como o TNFα e IL1β, assim como fatores de crescimento induzem a expressão 

de MMPs via ativação transcricional. Os efeitos específicos de diferentes 

citocinas na expressão das metaloproteinases dependem do tipo celular e da 

via de transdução de sinal ativada (ZEISEL et al., 2005) 

 Os fibroblastos sinoviais também secretam IL-32, uma citocina que 

induz a expressão de TNFα, IL-1 e IL18 por macrófagos e células dendríticas 

(Brentano et al 2005). A Figura 6 esquematiza as principais funções dos 

fibroblastos sinoviais na imunopatologia da AR.  
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Figura 6 – Os fibroblastos sinoviais contribuem para fisiopatologia da AR através da redução 

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

matriz extracelular e promovem invasão da cartilagem. Além disso, são capazes de produzir 

uma variedade de moléculas que modulam o crescimento, a inflamação, a angiogênese e o 

recrutamento celular, e induzem a ativação e a produção de citocinas por células imunitárias 

 

 

Fonte: Adaptado de  Bottini (2013). 

 

 A presença de angiogênese é outra característica fundamental na 

fisiopatologia da AR. Ela ocorre na fase inicial da doença, ainda assintomática. 

Diversos fatores pro-angiogênicos são expressos pelos fibroblastos sinoviais, 

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

crescimento básico para fibroblastos e TGFβ (fator de crescimento tumoral β)  

(HITCHON et al., 2002). Esse mecanismo leva à infiltração de células 

mononucleares, promovendo a hiperplasia da membrana sinovial, contribuindo 

para a formação do pannus (BAETEN et al., 2000; MUZ et al., 2009) 

 A formação do pannus e a hiperplasia sinovial são características 

marcantes da AR causadas pela proliferação de fibroblastos e infiltração de 

células do sistema imune. O pannus é um tecido edemaciado, rico em vasos 

sanguíneos e formado a partir dos fibroblastos sinoviais que não sofreram 

apoptose. Estes eventos dependem do recrutamento de leucócitos, da ativação 

de células, e da produção de mediadores inflamatórios e proteinases, os quais, 

eventualmente, desencadeiam danos aos tecidos ósseo e cartilaginoso. Uma 

ampla variedade de células tem sido observada nas articulações de pacientes 
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com AR, incluindo os monócitos, macrófagos, células T CD4, células T CD8, 

células B, células NK, células T γδ, mastócitos e fibroblastos sinoviais.  

Diversos mediadores produzidos por estas células têm sido correlacionados 

com a progressão da doença e/ou a gravidade de RA, como por exemplo: o 

FR, os anti-CCP, TNFα, e as interleucinas 6, 1, e 17A (ROBERTS; 

DICKINSON; TAAMS, 2015). 

 Uma das principais consequências da formação do pannus é a 

aderência e consequente destruição da matriz extracelular. Este mecanismo 

ocorre através do aumento da expressão de moléculas de adesão na superfície 

dos fibroblastos, que intensificam sua interação, seus produtos de ativação e a 

matriz extracelular, culminando na destruição do tecido ósseo e cartilaginoso 

adjacentes (KLARESKOG; CATRINA; PAGET, 2009). A ligação de fibroblastos 

sinoviais com a cartilagem corresponde a etapa inicial da invasão sinovial, 

sendo o colágeno do tipo II e algumas glicosaminoglicanas os principais 

componentes desta matriz. A Figura 7 mostra como o pannus contribui para o 

dano articular. 

 

Figura 7 – Estágios do dano ósseo na artrite reumatoide 

 

Fonte: Winnipeg Regional Health Authority (2017). 

 



27 
 

 

 As integrinas representam uma família de proteínas transmembrana com 

capacidade de adesão célula-matriz e promovem a ligação dos fibroblastos 

sinoviais aos sítios ricos de fibronectina da cartilagem, assim como ao 

colágeno. Após a adesão dos fibroblastos sinoviais, as integrinas juntamente 

com o fator de adesão vascular (V-CAM) interagem com cascatas de 

sinalização que regulam o ciclo celular e a expressão de metaloproteinases 

(BHATTARAM; CHANDRASEKHARAN, 2016).  Nesse contexto, a galectina-3 

é altamente expressa dentro dos fibroblastos sinoviais e contribuem para 

inflamação e inibição da apoptose (NEIDHART et al., 2004). Em consequência 

disso, ocorre o crescimento, proliferação e invasão de células no tecido 

sinovial, levando à degradação dos tecidos ósseo e cartilaginoso. Essa 

degradação ocorre principalmente em decorrência da ativação de 

metaloproteinases (KUNISCH et al., 2012). 

  

3.4.1 O papel dos monócitos e macrófagos na AR 

 Os monócitos e macrófagos são células que secretam uma grande 

variedade de citocinas proinflamatórias que estão envolvidas na 

imunopatologia da AR, além de MMPs, que conduzem a ativação de células 

endoteliais e promovem lesão da cartilagem (LI; MOUNTZ, 2013). Estas células 

também produzem uma ampla gama de quimiocinas, que ajudam a recrutar 

leucócitos adicionais à articulação inflamada. Além disso, os monócitos têm 

alta expressão de HLA-DR, o que proporciona a capacidade de apresentação 

de antígenos para as células T CD4+, além de se diferenciar em osteoclastos, 

os quais têm um papel tardio na fisiopatologia da AR. É importante salientar 

que os monócitos e macrófagos são vistos como alvos terapêuticos de alta 

relevância na RA devido à ativação de vias que levam a produção de citocinas 

de papel relevante na AR (DAVIGNON et al., 2013).  
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Figura 8 – papel dos macrófagos na AR. Os macrófagos produzem citocinas, que recrutam 

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

 

Fonte: Adaptado de Udalova (2016). 

 

 Os monócitos humanos podem ser divididos em subpopulações com 

base na expressão de CD14 (co-receptor para LPS) e CD16 (FcyRIII). O perfil 

CD14++ CD16- são considerados monócitos clássicos, pois formam o 

subconjunto mais prevalente, representando aproximadamente 90% dos 

monócitos do sangue em indivíduos saudáveis. Células que expressam CD16 

são menos frequentes entre monócitos circulantes, mas são prevalentes em 

infecções e condições inflamatórias (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2014). Os 

monócitos CD16+ podem ser ainda subdivididos em CD14++/brilhante 

(também chamados de intermediários) e CD14dim (não clássicos). Alguns 

estudos que não fazem uma discriminação entre CD14++/brilhante CD16+ e 

CD14 dim CD16+ mostraram um aumento na porcentagem de monócitos 

CD14+ CD16+ no sangue de pacientes com AR. Monócitos CD14+ CD16+ 

expressam altos níveis de CCR1, CCR5, ICAM-1 e TLR2 (KAWANAKA et al., 

2002). A elevada frequência de monócitos CD14+ CD16+ foram associados 

com parâmetros clínicos, como atividade da doença (GEISSMANN; JUNG; 

LITTMAN, 2003) 

 Além das funções inatas dos monócitos/macrófagos tratando-se da 

produção e secreção de citocinas proinflamatórias e quimiocinas, seu papel 

inflamatório na AR também está ligado à imunidade adaptativa. Foi observada 

uma interação entre monócitos CD14+ com células T CD4+ na sinóvia de 

pacientes com AR, além de tonsilas, sugerindo que células TCD4+ interagem 

com monócitos in vivo em sítios de inflamação (ALONSO et al., 2011). 
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 Os monócitos e macrófagos são os maiores produtores de IL-1ß, IL-6, 

IL-12e IL-23, citocinas que estão exacerbadas na articulação acometida pela 

AR. A IL-12 está envolvida na polarização de células Th1, enquanto IL-1ß, IL-6 

e IL-23 realizam e mantém a polarização da resposta Th17. Recentemente, a 

IL-17 e a resposta Th17 ganharam atenção como mediadores da patogênese 

da AR. A IL-17 é uma citocina proinflamatória que atua em sinergismo com 

TNFα para induzir eventos inflamatórios e danos nas articulações (MIOSSEC; 

KORN; KUCHROO, 2009). O IL-17RA e IL-17RC são receptores da IL-17 e são 

altamente expressos na sinóvia de pacientes com AR, incluindo também os 

monócitos e macrófagos CD14+ (ZRIOUAL et al., 2008).  

 

3.5 Fatores Genéticos da AR 

 A AR é um dos principais alvos de estudo de variações genéticas na 

atualidade. Dessa forma, diversos genes já foram identificados e relacionados 

à doença. A contribuição individual de apenas um gene para susceptibilidade à 

AR é baixa. Com isso, pode-se inferir que cada gene com um polimorfismo 

associado à doença tenha apenas uma pequena contribuição para os 

processos patológicos da doença. Os polimorfismos de base única (SNPs) são 

alvos de estudo em diversos estudos, e através deles, pode-se evidenciar um 

significativo background genético na fisiopatologia da AR; esta evidência indica 

também uma heterogeneidade étnica de fatores genéticos existentes para as 

diversas populações no mundo (SHEN et al., 2015). 

 

3.5.1 Agregação familiar 

 A história familiar é reconhecida como um importante fator de risco para 

o desenvolvimento da AR. Devido ao caráter multifatorial da doença, o termo 

agregação familiar deve ser mais evidenciado, uma vez que esta terminologia 

engloba os fatores genéticos e os fatores ambientais compartilhados por 

indivíduos da mesma família  (FRISELL; SAEVARSDOTTIR; ASKLING, 2016).  

 Nesse contexto, os fatores de risco observados podem ser utilizados 

para estimar a hereditariedade da doença, o que é essencial para 

contextualizar outros estudos etiológicos, especialmente estudos genéticos, 

pois podem prever o curso clínico e prognóstico da doença.  O método clássico 
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para avaliar o risco familiar de desenvolver doenças multifatoriais é a utilização 

de gêmeos monozigóticos e dizigóticos. Com isso, pode-se determinar a 

herdabilidade da AR. O primeiro relato utilizou gêmeos finlandeses com AR e 

observou taxas de concordância de 12% em gêmeos monozigóticos e 3% em 

pares dizigóticos. O segundo estudo recrutou 203 pares de gêmeos afetados 

pela doença no Reino Unido e relatou uma taxa de concordância de 15% em 

gêmeos monozigóticos e 4% em dizigóticos (SILMAN et al., 1993).  

 

  3.5.2 MHC de Classe II 

 O mapa genômico do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

se estende por cerca de 7,6 Mb e contém aproximadamente 421 loci do gene  

em uma região contígua no cromossomo 6 (FERNANDO et al., 2008). Os loci 

clássicos de HLA, que desempenham papel central no sistema imune são 

chamados A, B e C (classe I) e DRB1, DQB1 e DPB1 (classe II). 

Particularmente, os genes HLA de classe I e classe II codificam proteínas que 

se ligam a antígenos peptídicos pequenos e os leva para a superfície da célula 

para serem apresentados. (BAX et al., 2011) 

 Mais de 90% do pacientes que apresentam quadro clínico 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-DR4.4 e HLA DR1, 

respectivamente (JONES et al., 2006). Estas proteínas compartilham um trecho 

comum de aminoácidos nas regiões de ligação a peptídeos nas posições 67–

74 da cadeia β do HLA-DR, sendo chamado de epítopo compartilhado. A 

hipótese do epítopo compartilhado baseia-se no pressuposto de que as 

moléculas de classe II estão envolvidas diretamente na etiologia e patogênese 

de desordens autoimunes. O desencadeamento de uma resposta imunitária 

das células T exige ativação, e esta ativação requer a presença de antígenos e 

moléculas de classe II em células apresentadoras de antígenos (APCs). Esta 

hipótese diz ainda que as diferenças estruturais entre moléculas de classe II 

influenciam essa interação, seja no nível de apresentação dos antígenos ou 

das células T durante a diferenciação no timo. Apesar desta hipótese ainda não 

estar completamente elucidada, a presença do epítopo compartilhado também 

postula a apresentação de autoantígenos artritogênicos, sendo o colágeno tipo 
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II citrulinado o principal autoantígeno, ou o mecanismo de mimetismo molecular 

com antígenos exógenos capazes de moldar o repertório de células T 

(Gregersen et al.1987). 

 Alelos do epítopo compartilhado HLA-DRB1 estão presentes em 64-70% 

dos pacientes com AR e em 55% dos seus parentes em primeiro grau; esta 

frequência é significativamente superior à observada em indivíduos saudáveis 

(35,8%). Essa interação entre os fatores de risco genéticos associados ao 

HLA-DR e a presença de autoanticorpos podem aumentar o risco em parentes 

de primeiro grau de desenvolver a doença (CASTRO-SANTOS; DÍAZ-PE, 

2015). 

 

 3.5.3 Genes fora do MHC de classe II 

 O gene PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) 

codifica uma tirosino-fosfatase intracelular em células T, células B, e várias 

células hematopoiéticas. O polimorfismo C1858T também chamado Arg620Trp 

mostrou-se associado inicialmente no Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) (LADNER 

et al., 2005), e desde então, foram investigados e associados com outras 

doenças autoimunes, incluindo o Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) 

(NAMJOU et al., 2013) e a AR (NABI et al., 2016).  

 O PTPN22 codifica uma proteína chamada Lyp (Lymphoid protein 

tyrosine phosphatase). A Lyp se liga ao Csk (C-terminal Src tyrosine kinase 

or CsK) e regula negativamente a ativação de células T. O alelo T do 

polimorfismo C1858T promove uma hiper-reatividade das células T por impedir 

a ligação entre Lyp e Csk. Um estudo de metanálise revelou associação 

apenas em população de descendência europeia, no entanto, o mesmo estudo 

não encontrou relação entre este polimorfismo e doenças autoimunes em 

asiáticos (Nabi et al. 2016). 

 Além do PTPN22, outros genes também já foram associados com a AR, 

como o PADI4 e FCRL3. O PADI4 (Peptidyl Arginine Deiminase 4) codifica uma 

enzima que catalisa a conversão da arginina em citrulina. O papel da 

citrulinação está intimamente relacionado à positividade para o anti-CCP e a 

gravidade da AR, conforme discutido anteriormente. Inicialmente, foi relatado 

que o gene PADI4 tem haplótipos constituídos por vários SNPs associados 
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com AR em indivíduos japoneses (SUZUKI et al., 2003). Estes haplótipos estão 

localizados na região codificante do gene e proporcionam uma maior 

estabilidade do RNA mensageiro, proporcionando maior tradução e 

disponibilidade da proteína para promover citrulinação. Ao contrário do 

PTPN22, os polimorfismos genéticos no PADI4 foram observados com 

frequências semelhantes em populações asiáticas e descendentes de 

europeus em estudos de associação (KOCHI et al., 2011). Alguns estudos de 

metanálise também mostram que o risco genético associado com este 

haplótipo ocorre em populações do Extremo Oriente (IWAMOTO et al., 2006).  

 O gene FCRL3 (Fc receptor-like 3), por sua vez, tem heterogeneidade 

semelhante entre os grupos étnicos e está associado com a suscetibilidade a 

doenças reumáticas. FCRL3 codifica uma molécula da membrana específica 

de linfócitos B com função de co-fator de receptores de células B. O SNP -

169C/T na região promotora foi inicialmente associado com AR (YANG et al., 

2012) e LES (GIBSON et al., 2010) em indivíduos japoneses.  

 Estudos de associação de genoma completo, também chamados de 

GWAS (Genome Wide Association Studies), consistem em avaliar um conjunto 

de milhares polimorfismos de base única (SNPs) em grande quantidade de 

indivíduos buscando associação genética com várias  patologias. O mais 

recente GWAS realizado em individuos com AR, os genes PTPN22, STAT4, 

HLA-DRB1 foram considerados genes de risco para a doença. A Figura 9 

representa uma visão geral quantitativa dos genes já associados à AR ao longo 

dos anos, considerando as populações descendentes de asiáticos e 

descendentes de europeus (YAMAMOTO et al., 2015). 

 

Figura 9 – Panorama histórico de polimorfismos de susceptibilidade à AR identificados. 

  

Fonte: Adaptado de Yamamoto et al. (2015). 

3.5.2 Genes das Citocinas  
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 As citocinas são moléculas secretadas por diversas células, cuja função 

é estimular ou inibir a resposta imune. Diversas citocinas foram alvo de estudos 

na artrite reumatoide, em associação com níveis séricos e genéticos. SNPs em 

genes de citocinas associados com AR são responsáveis pelo aumento da 

produção das citocinas profinflamatórias e diminuição dos níveis de citocinas, 

caso ela desempenhe atividade reguladora.  

 A IL-18 é uma proteína de 18 kD que é convertida através da ativação 

do complexo inflamassoma e mediada pela caspase1. Esta citocina é 

secretada por monócitos, macrófagos, osteoblastos, condrócitos, células 

dendríticas, células de Kupffer, queratinócitos e fibroblastos sinoviais. Ela é 

responsável pelo aumento da interação célula-célula que, por sua vez, leva à 

produção de citocinas em células T e macrófagos, induzindo IL-2, IL-2Ra, 

TNFα, GM-CSF, prostaglandina E2, iNOS, a estromelisina, a COX-2 e 

quimiocinas (DINARELLO et al., 2013). A IL-18 atua no estímulo à 

angiogênese, uma característica peculiar na AR por onde os leucócitos migram 

dos vasos para o interior da cartilagem, através da secreção de VEGF e 

também estimula a migração leucocitária através da ativação de I-CAM e V-

CAM (AMIN et al., 2007). Níveis elevados de IL-18 foram encontrados na 

membrana sinovial, FS e no soro de pacientes com AR. O polimorfismo 

rs1946518 no gene IL18 (- 607 C/A) foi associado o aumento da 

susceptibilidade a RA na população chinesa (CHEN et al., 2012). 

 A IL-33, que também é membro da família IL1, também é conhecida 

como IL-1F11, e necessita da clivagem mediada pela caspase 1 para ser 

ativada. Ela é expressa em macrófagos, fibroblastos e células dendríticas. Ao 

se ligar ao receptor de IL1 (IL1R), ocorre o recrutamento da quinase associada 

ao receptor de IL1 (IRAK1), IRAK4 e o fator de diferenciação mielóide (MyD88), 

que, por sua vez, ativa NFκB, promovendo a transcrição de citocinas 

proinflamatórias (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, após análise histológica da cartilagem 

de ratos estimulados com IL-33, foi observada erosão óssea e cartilaginosa 

com infiltração de células mononucleares e polimorfonucleares além de 

hiperplasia sinovial (ABDEL-WAHAB et al., 2016). O silenciamento de IL-33 

promoveu a supressão de TNFα, IL-6 e IL-8 (KUNISCH et al., 2012). 
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 A interleucina 4 (IL-4) está envolvida na formação da resposta Th2 

através da diferenciação de células T naive. Através de feedback positivo, IL4 

adicional é formada pela resposta Th2. Sua principal função é inibir a formação 

de citocinas proinflamatórias, como TNFα, IL-1β e IL-6 pelos fibroblastos 

sinoviais, tecido sinovial e monócitos. Estudos in vitro mostram que a IL4 reduz 

a absorção óssea pela inibição 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 glicoproteína de 22-29 KD com propriedades 

proinflamatórias. Ela é produzida por um vasto número de células, como 

células B, células T, fibroblastos, células endoteliais, monócitos, macrófagos, 

queratinócitos e condrócitos. Altos níveis de IL-6 foram encontrados no sangue 

e no fluido sinovial de pacientes com AR. A IL-6 promove a inflamação e a 

destruição da cartilagem por estimular os neutrófilos a produzirem espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e enzimas proteolíticas. Ela também estimula a 

diferenciação de osteoclastos (YOSHIDA; TANAKA, 2014). Foi observado 

sinergismo com o TNFα e IL-1β na produção de VEGF, que é uma molécula 

chave na formação e manutenção do pannus. Alguns achados laboratoriais são 

associados com o aumento da produção de IL-6, como proteína C reativa 

(PCR) (DAYER; CHOY, 2010). Além disso, a IL-6 pode estar relacionada aos 

eventos cardiovasculares da AR, através do aumento de chances entre o 

infarto agudo do miocárdio e seus níveis elevados (ROSE-JOHN, 2012). O 

polimorfismo rs1800795 na posição -174 G/C foi associado como fator de risco 

para AR e para erosões ósseas. Já o polimorfismo -572 G/C (rs1800796) está 

associado como o aumento da susceptibilidade a AR na população chinesa (LI 

et al., 2014). 

 A IL-10 tem propriedades anti-inflamatórias e diminui a formação de 

citocinas proinflamatórias comoTNFα, IL-1β, IL-1α, IL16, IL-18, IL-12 e GM-

CSF (MÖTTÖNEN et al., 1998). Além disso, ela inibe a expressão do HLA-DR 

e a consequente apresentação de antígenos. Também está relacionada à 

inibição da produção da MMPs e a inibição da indução do TNFα para produzir 

prostaglandina E2 nos fibroblastos sinoviais (ALANÄRÄ et al., 2010). 

Polimorfismos no gene IL10 estão relacionados com a diminuição da produção 

da citocina, além de associação com baixa severidade da doença, assim como 
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menor susceptibilidade ao desenvolvimento da AR em diversas populações 

(SHEN et al., 2015) 

 

3.5.3 A via dos receptores do tipo Toll  

 Partículas estranhas e prejudiciais para o organismo contêm sequências 

altamente conservadas e são detectáveis por receptores da imunidade inata, 

que alertam o sistema imune para desencadear uma resposta inflamatória 

rápida. Esses patógenos invasores são denominados padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) e permitem a discriminação entre o próprio e 

o não próprio  (THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 2014). 

 Além disso, é importante ressaltar que o dano tecidual também requer 

resposta inflamatória, e nesse contexto, incluem as células lesadas, assim 

como os autoantígenos, no caso de doenças autoimunes. Assim, são 

exemplificados os padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) 

(THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 2014). 

 A família de receptores de reconhecimento padrão (PRRs), cuja função 

é detectar PAMPs e DAMPs incluem a via dos receptores do tipo Toll 

(THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 2014). Em humanos, já foram 

identificados 13 TLRs.  O TLR4 foi o primeiro membro da família a ser 

estudado em mamíferos. Ele foi identificado como o receptor para o 

lipopolissacarídeo (LPS), componente de bactérias gram-negativas. 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – A via dos receptores do tipo Toll 
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Fonte: Adaptado de Wang (2014). 

 

 A família de TLRs é dividida em dois grupos com base na localização 

subcelular: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 são receptores da superfície das 

células. Por outro lado, TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 e TLR11 são encontrados 

intracelularmente em compartimentos endossomais. Devido ao seu papel no 

reconhecimento de PAMPs e DAMPs, os TLRs estão amplamente expressos 

em células do sistema imunológico. Os monócitos e macrófagos, por sua vez, 

expressam altos níveis de TLR2 e TLR4 na sua superfície celular, em 

comparação com níveis baixos dos mesmos receptores em neutrófilos e 

nenhuma expressão em eosinófilos (KAY; SCOTLAND; WHITEFORD, 2014). 

 As vias de sinalização dos TLRs estão correlacionadas com o 

desenvolvimento e manutenção da AR. Uma variedade de TLRs incluindo 

TLR2, TLR3, TLR5, TLR6, TLR7 e TLR9 estão altamente expressos na sinóvia 

de pacientes com AR comparados com indivíduos saudáveis e pacientes com 

osteoartrite (AO). A ativação do TLR2 nos fibroblastos sinoviais induz a 

produção de várias citocinas inflamatórias, incluindo IL-1β e TNF-α, na 

articulação de pacientes com AR (SABROE et al., 2002). 

 Estudos mostram a correlação entre a expressão alterada dos TLRs e 

seus produtos de ativação, além de associação de SNPs nesses genes ou em 

moléculas envolvidas na sua sinalização e o desenvolvimento de várias 

doenças autoimunes, incluindo DM1, LES e AR. Em uma população turca, o 

genótipo TT do SNP rs187084 no TLR9 aumentou a susceptibilidade à AR (OR 
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= 2.34; p = 0,009), embora não tenha sido associado em estudos nas 

populações 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 indivíduos europeus (Além disso não se 

observou qualquer correlação 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 

possível associação de SNPs no gene TLR4 rs4986790 (Asp299Gly) e 

rs4986791 (Thr399Ile) com AR em 224 pacientes espanhóis acometidos pela 

RA e 199 indivíduos saudáveis, entretanto, nenhuma associação foi encontrada 

((COENEN et al., 2010).  

  

3.5.4 Gene MYD88 

 O gene MYD88 está localizado no braço curto do cromossomo 3 (p22.2) 

(Figura 11) 

 

Figura 11 – Localização do gene MYD88 

 

Fonte: Gene Cards (2016). 

 

 A sinalização da via dos TLRs é dependente do recrutamento de 

proteínas adaptadoras, sendo a MyD88 a principal proteína. A via dependente 

de MyD88 é necessária para todos os TLRs, exceto o TLR3, e a sua 

sinalização 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 fosforilação da IRAK4 promove sua dissociação com o MyD88 e 

subsequente associação com o TNFR associado ao fator 6 (TRAF6), quinase 

ativada pelo TGFβ (TAK-1), resultando na formação e ativação do fator nuclear 

kB (NF kB) fator de transcrição formado pelas vias do IKK (indutor de quinases) 

e MAP quinases (MAPK) (PREMKUMAR et al., 2010) (Figura 10) .  

 A translocação do NFkB ao núcleo resulta na expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, tais como TNFα, IL-1β e IL-6, citocinas de importante papel 
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na fisiopatologia da AR, como discutido anteriormente (TAKEDA; AKIRA, 

2004). Já foi relatado que a via dos receptores do tipo Toll dependente de 

MyD88 é essencial na produção de metaloproteinases (MMP) em cultura de 

membrana sinovial de pacientes com AR, umas vez que esta via ativa IL1β, 

interleucina de papel fundamental na ativação de MMPs (SACRE et al., 2007).  

 A ligação entre a MyD88 e o TLR4 é essencial para resposta ao LPS 

através da indução da transcrição de citocinas proinflamatórias. Este fato torna-

se claro através de experimentos onde camundongos MyD88-/- não produziram 

as citocinas TNF-, IL-1 e IL-6 quando estimulados com qualquer ligante dos 

TLRs (FUJIHARA et al., 2003). 

 Em modelos animais de isquemia cerebral, uma doença de caráter 

inflamatório que acomete o cérebro, camundongos MyD88 -/- apresentaram 

inibição da ativação de NFkB e redução na expressão de IL1β, IL-6 e COX-2 , 

além de melhorar a função neurológica nos ratos MyD88 knockout, 

demonstrando que o déficit de MyD88 foi capaz de inibir o aumento da 

resposta inflamatória e aumentar a sinalização neuroprotetiva (YE et al., 2016) 

Resultados semelhantes foram encontrados em modelos animais de psoríase. 

Neste estudo, foi observado que a presença do MYD88 é crucial para 

inflamação da pele e espessamento da epiderme, além de promover a 

expansão e ativação de linfonodos (COSTA et al., 2017). 

 Outro estudo objetivou determinar os efeitos de um possível inibidor do 

MyD88 criado em laboratório, o TJ-M2010-6, na prevenção e tratamento de 

Diabetes Mellitus. O TJ-M2010-6 foi capaz de interagir com resíduos de 

aminoácidos do domínio TIR do MyD88 inibindo sua homodimerização. A 

administração contínua de TJ-M2010-6 reduziu significativamente os efeitos da 

diabetes durante o período de observação em camundongos (36,4% vs. 80%, 

P <0,01). In vitro, o TJ-M2010-6 inibiu a maturação de células dendríticas, 

levando à supressão da ativação de células T e secreção inflamatória de 

citocinas (ZHANG et al., 2016). 

 Entretanto, a deficiência de MyD88 comprometeu a resposta imunitária 

de ratos MYD88-/. Em histopatologia de ratos Myd88-/- observou-se 

bacteremia e peritonite com formação de abscessos. Além disso,ocorreu 

notória presença de coccobacilos gram-negativos. Culturas de amostras do 

sangue cardíaco 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 infecção por 

Staphylococcus aureus (TAKEUCHI; HOSHINO; AKIRA, 2000), mas não pelo 

Mycobacterium tuberculosis (SUGAWARA et al., 2003). É possível que este 

resultado controverso é devido à infecção por Staphylococcus aureus ser de 

natureza aguda, enquanto a infecção pelo M. tuberculosis ser de natureza 

crônica.  

 Sabendo-se que os receptores do tipo Toll estão cronicamente ativados 

em indivíduos com artrite reumatoide e que a proteína adaptadora MYD88 

desempenha papel central na via TLRs-NFkB, nossa hipótese é que variações 

genéticas no gene MYD88 possam modular a expressão 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 única do gene MYD88 em associação com AR realizado. Neste sentido, é 

possível que o polimorfismo rs6853 A>G, localizado na região 3’UTR do gene 

MYD88 possa alterar o perfil de expressão gênica, além de alterar a produção 

de citocinas proinflamatórias. Através destes resultados, será possível elucidar 

um potencial alvo farmacogenético na AR.  
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4 MATERIAS E MÉTODOS 

 Este foi um estudo caso-controle, no qual o grupo formado dos pacientes 

compõem o grupo “caso” e o grupo formado por indivíduos saudáveis formam o 

grupo “controle”.  

 

4.1 Recrutamento de pacientes com Artrite Reumatoide 

 Este estudo envolveu 424 indivíduos portadores de AR provenientes de 

dois estados brasileiros: Pernambuco e São Paulo. Das duzentas e trinta e três 

amostras provenientes de Pernambuco, 123 foram obtidas no ambulatório de 

Artrite Reumatoide do Centro de Infusão de Imunobiológicos do Hospital 

Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (UPE), coletadas entre março e 

agosto de 2015; e 110 amostras foram provenientes de um banco de amostras 

do grupo de pesquisa Patologia Molecular e Medicina Genômica (PatGen), 

coletadas entre os anos de 2011 e 2012. Do estado de São Paulo, foram 

coletadas entre os anos de 2011 a 2016, 191 amostras provenientes do Setor 

de Clínica Médica do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, da Universidade de São Paulo (USP), através de colaboração 

com o reumatologista Prof. Dr. Paulo Louzada Júnior. 

 Todos os indivíduos com AR foram diagnosticados de acordo com os 

critérios clínicos definidos pelo Colégio Americano de Reumatologia em 

2010.  Foram obtidos os seguintes parâmetros clínicos: idade, gênero, tempo 

de doença, velocidade de hemossedimentação (VHS), atividade da doença 

estabelecido pelo DAS28, estado funcional articular avaliado pelo HAQ (Health 

Assessment Questionnaire), presença de tabagismo, fator reumatoide, valor da 

proteína C reativa (PCR) e medicamentos em uso. 

 O critério de inclusão para os 3 grupos amostrais foram: indivíduos 

portadores Artrite Reumatoide diagnosticada pelos critérios de 2010 e maiores 

de 18 anos de idade. Já a presença de co-morbidades reumatológicas e 

autoimunes não relacionadas à AR e a idade abaixo de 18 anos foram 

utilizadas como critério de exclusão para os 3 grupos amostrais. 
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4.2 Recrutamento de indivíduos saudáveis 

 Foram selecionados 356 indivíduos saudáveis para participar do grupo 

controle. Destes, 189 indivíduos eram provenientes da região metropolitana de 

Recife, sendo 73 do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco 

(UPE), coletadas entre agosto de 2015 e março de 2016, e 116 do ambulatório 

de Osteoporose do Setor de Reumatologia do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Pernambuco, coletadas entre março de 2011 e abril 

de 2016. Do estado de São Paulo foram coletados 157 indivíduos entre 2012 e 

2016 no Hemocentro de Ribeirão Preto (USP). Todos os participantes do grupo 

controle foram pareados percentualmente com o grupo de pacientes por idade 

e sexo.  

 Foram critérios clínicos de exclusão: presença de doença autoimune ou 

doença com comprometimento do tecido ósseo; parentesco de até segundo 

grau com alguma doença autoimune; indivíduos aparentados com algum 

indivíduo do grupo controle e do grupo de pacientes, indivíduos com doença 

infecciosa até três meses da data da coleta. Também foi um critério de 

exclusão utilizado a partir de 2015 para os voluntários saudáveis o histórico de 

Febre Chikungunya. 

 Dados laboratoriais também foram utilizados como critérios de exclusão, 

como: proteína C reativa (PCR)>0,8 mg/dL, velocidade de hemossedimentação 

(VHS) >15mm, positividade para o fator reumatoide (FR), positividade para o 

anti-CCP e presença dos alelos HLA-DR * 0401, *0404, *0405, *0408, *0101, 

*0102 ou*1001, considerados alelos de risco para AR. Os dois últimos critérios 

laboratoriais foram utilizados apenas no grupo controle de Ribeirão Preto. 

 

4.3 Comitê de Ética 

 Todos os envolvidos no grupo caso e controle convidados para participar 

da pesquisa preencheram termo de consentimento livre e esclarecido aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Oswaldo Cruz, sob o parecer 

1.097.918 (anexo 1) e do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP-USP), sob o protocolo 2981/2009 (ANEXO II). 
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4.4 Coleta de sangue, extração e quantificação do DNA genômico  

 Foram coletados até 8ml de sangue periférico de indivíduos com AR e 

indivíduos saudáveis, sendo 4 ml em tubos com ácido 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 à temperatura de -

80ºC, enquanto as amostras coletadas em tubos de EDTA foram destinadas à 

extração de DNA genômico. A extração e purificação de DNA foram realizadas 

de acordo com o protocolo de Salting Out. A pureza do DNA foi avaliada 

utilizando o espectofotômetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 

(ThermoFisher, Foster City, EUA), considerando a razão entre as absorbâncias 

260/280nm e 260/230nm. As amostras consideradas satisfatórias 

apresentaram valor igual ou superior a 100ng/ μL de DNA, a razão 260/280 nm 

entre 1.8 e 2.2 e a razão 260/230 aproximadamente de 2.0. Após isso, as 

amostras foram armazenadas em freezer a -20ºC. 

 

4.5. Seleção do polimorfismo de base única (SNP)  

 A seleção do SNP foi realizada através do 1000genomes Project 

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

O polimorfismo escolhido foi o rs6853 A>G, que está localizado na região 

3'UTR do gene MYD88.   

 Os critérios de seleção do SNP foram: frequência do alelo minoritário 

(MAF) maior que 10% nas populações Europeia (EUR) e Africana (AFR), 

considerando as subpopulações Caucasiana (CEU) e Yoruba (YRI). O MAF do 

alelo G na subpopulação YRI foi de 33%, enquanto na população CEU foi 13%. 

Devido à miscigenação da população brasileira, as subpopulações CEU e YRI 

foram escolhidas, uma vez que elas representam a etnia dos colonizadores, 

oriundos da Europa, e dos escravos, vindos do oeste da África.  

 O possível impacto funcional do SNP rs6853 na expressão do gene 

MYD88 também foi um critério de escolha, uma vez que este promove uma 

transição da base adenina (A) para guanina (G) na região 3‘UTR do gene 

MYD88. Esta é uma região conhecida pela manutenção da estabilidade do 

mRNA, além de ser alvo dos microRNAs durante a regulação da expressão 

http://browser.1000genomes.org/
http://www.hapmap.org/
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gênica. Assim, é possível que variações nesta região poderiam alterar o perfil 

de expressão do MYD88.  

 

4.6 Genotipagem 

 A genotipagem foi realizada através da técnica de reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (Real Time PCR) utilizando a sonda Taqman 

C_8824617_10 (ThermoFisher, Foster City, EUA). Para a PCR, foram 

utilizados 5ul de Taqman Genotyping Master Mix (ThermoFisher, Foster City, 

EUA), 3,85ul de água milli-Q, 0,15μL de sonda Taqman (ThermoFisher, Foster 

City, EUA), e 1μL de DNA genômico na concentração 25ng/ul. A ciclagem 

consistiu em 1 ciclo de 1 minuto a 60ºC, 1 ciclo de 5 minutos a 95ºC e 50 ciclos 

com 30 segundos a 95ºC e 1 minuto e 30 segundos a 60ºC e, por fim, 1 ciclo a 

60ºC correspondente à pós-PCR.  

 

4.7 Isolamento de células mononucleares e cultivo de monócitos genótipo 

guiados 

  Foram coletados 8 mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA 

de 13 indivíduos, sendo 5 portadores do genótipo AA, 5 do genótipo AG e 3 do 

genótipo GG. Em um tubo cônico 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 início e 5 minutos para o término da centrifugação. Após a 

centrifugação, foram observadas 4 fases: a fase com hemácias, a fase com 

Ficoll, uma estreita fase com as células mononucleares e uma fase com o 

plasma. Com o auxílio de uma pipeta de transferência a fase composta pelas  

células mononucleares foi aspirada e transferida para um novo tubo cônico de 

15 ml. Em seguida, as células foram lavadas por duas vezes com tampão PBS 

e centrifugadas durante 10 minutos à 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) à temperatura de 37ºC. 

 Posteriormente, as células mononucleares foram distribuídas em 7 

poços de placas do tipo Falcon com poços de 35 milímetros de diâmetro cada e 
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permaneceram incubadas em estufa de CO2 à temperatura de 37ºC por 4h, 

tempo para ocorrer a aderência dos monócitos à superfície plástica do fundo da 

placa. Decorridas 4h, o sobrenadante foi removido e os poços foram lavados 

com PBS para remoção de debris e outras células que não foram de interesse 

do estudo. Após 24h, as células foram observadas em microscópio invertido 

para avaliar a integridade e possível contaminação. Para ocorrer ativação dos 

monócitos e indução da expressão do MYD88, as células foram estimuladas 

com 100 ng/mL de lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli e incubadas por 

mais 24h a 37ºC em estufa de CO2. Em seguida, ocorreu a extração de RNA 

do poço no tempo zero.  

 Para cada indivíduo, foram destinados 7 poços de placas do tipo Falcon 

com 6 poços de 35 milímetros de diâmetro. Os dois primeiros poços foram 

destinados à citometria de fluxo, sendo um poço estimulado com LPS e o outro 

sem estímulo. Quatro poços foram destinados à extração do RNA, sendo 2 

poços com estímulo de LPS e 2 poços sem estímulo. O sétimo poço 

correspondeu ao t0. Após 24h de cultivo pós estímulo, o sobrenadante de cada 

foi coletado e distribuído em um microtubo para centrifugação do tipo 

Eppendorf com capacidade para 1,5mL e armazenado em ultrafreezer vertical 

a -80ºC, para posterior quantificação de IL1β. 

 Todos os experimentos de cultivo celular foram realizados em réplica 

para todos os indivíduos analisados.  

 

4.8 Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo 

 Após 24h de estímulo com LPS, os dois poços (estimulado e não 

estimulado) destinados à citometria foram tratados com 100μL de 

tripsina/EDTA e incubados por 5 minutos em estufa de CO2 à 37ºC. Após esse 

período, a perda da aderência dos monócitos à superfície da placa foi 

confirmada através da visualização das células em microscópio invertido. A 

inativação da tripsina foi realizada adicionando 300 μL de soro fetal bovino. As 

células foram recolhidas e transferidas para um microtubo de centrifugação do 

tipo Eppendorf de 1,5 ml e centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm. A seguir, 

o precipitado foi lavado com PBS e centrifugado novamente. Por fim, o 

precipitado foi ressuspendido em uma solução de PBS/BSA.  
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 Após a obtenção das células, foi realizada a marcação com 3 anticorpos 

monoclonais: um anticorpo anti-CD45 humano marcado com ficoeritrina (PE), 

outro anticorpo anti-CD14 com isotiocianato de fluoresceína (FITC) e um 

anticorpo anti-CD16 marcado com ficoeritrina conjugada à cianina 7 (PE-Cy7). 

Em seguida, as células marcadas com os anticorpos foram incubadas por 30 

minutos na ausência de luz. Posteriormente, as células foram lavadas com 

tampão PBS para retirar os anticorpos residuais e, por fim, foram adicionados 

200 μL de PBS/BSA. 

 A aquisição de células marcadas foi realizada com o citômetro de fluxo 

BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA) com obtenção de, no 

mínimo, 10.000 eventos por amostra. As células foram visualizadas em gráfico 

de pontos (dot plot) bidimensional onde foram analisados os parâmetros de 

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), para identificação da população celular 

de interesse. Em seguida, realizou-se um gate para delimitar a região dos 

monócitos, excluindo os dupletos e debris. A determinação da população de 

células mononucleares foi confirmada através da positividade para CD45. A 

partir daí, a análise seletiva de monócitos foi estabelecida pela combinação de 

marcadores CD45HighD14High, para discriminar e selecionar de forma segura, os 

monócitos como células CD14++ CD16- ou CD14HighD16Low. Os limites dos 

quadrantes marcados foram definidos com base na marcação dos controles 

isotípicos e nas populações negativas.  

 Além disso, foram feitos histogramas e dot plots para análise dos 

marcadores CD45, CD14 e CD16 através do BD Accuri C6 Software (BD 

Biosciences, Nova Jersey, EUA) e do FCS Express versão 6.04.0015 (De Novo 

Software, Los Angeles, EUA) 

 

4.9 Extração de RNAm e síntese de cDNA  

 Para extração do RNA das células cultivadas, foram adicionados 750μL 

de Trizol a cada poço da placa de cultura e ressuspendido diversas vezes para 

lisar as células, sendo transferidos para um microtubo de centrifugação do tipo 

Eppendorf de 1,5 ml.  Posteriormente foram adicionados 200 ul de clorofórmio 

e centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. Após a centrifugação, 

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 precipitação do RNA. Após a incubação, o precipitado foi 

suspenso em etanol 75%, reidratado em água livre de RNAses e armazenado 

em ultrafreezer vertical a -80ºC. A concentração de RNA total foi determinada 

no espectofotômetro Nanodrop ND 1000 (ThermoFisher, Foster City, EUA). As 

amostras apropriadas para uso apresentaram concentração superior a 

100ng/μL e razão 1,8 e 2,0 na absorbância 260/280nm. 

 A integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de 

agarose a 2%. O gel foi preparado com água deionizada enriquecida com 1% 

de dietilpirocarbonato (DEPC), para minimizar a ação de RNAses, em tampão 

TBE 0,5X contendo brometo de etídio. A corrida eletroforética foi realizada 

durante 60 minutos e o gel revelado pela luz utravioleta. O RNA foi considerado 

íntegro quando apresentava as bandas 28S e 18S nítidas e não apresentavam 

rastros nas suas bandas. 

 Para a síntese de cDNA, foram adicionados 500ng de RNA total em um 

tubo RNASEfree e utilizada a reação de transcriptase reversa através da 

enzima M-MLV RT (ThermoFisher, Foster City, EUA) e Random Primer 

(ThermoFisher, Foster City, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.10 Desenho e validação de primers para avaliação da expressão gênica 

 Com o auxílio da ferramenta “OlygoAnalyserTool” do IDT Biotecnologia, 

foi desenhado um par de primers para detecção do mRNA do gene MYD88. A 

sequência do gene foi obtida da GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e 

os primers foram projetados pelo NCBI Primer-BLAST 

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

 

Tabela 1 –Par de primers para detecção do mRNA do gene MYD88 

Identificação Sequência (5'->3') 
Tamanho 

(pb) TA* %GC 

MYD88-F 
AGCGACTGATCCCCAT

CAAG 20 59.53 55.00 

MYD88-R 
GGTGTAGTCGCAGACA

GTGA 20 59.40 55.00 
TA* = temperatura de anelamento  
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O valor de eficiência (E) para cada primer foi determinado através de 

curva padrão a partir de cinco pontos de diluição em série de 10 vezes para 

cada amostra de cDNA. Os valores aceitáveis foram definidos entre 95% e 

105%. Estes dados e os coeficientes de correlação (R2) foram calculados pelo 

software do sistema ABI 7500 (ThermoFisher, Foster City, EUA). 

 A expressão do gene GAPDH foi realizada através da sonda Taqman 

Hs02786624_g1 (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 μL  

de cDNA, 10 µM dos primers forward e reverse, 5 μL de SYBR® Green Master 

Mix (Thermo Fisher Scientific; Foster City, USA)  e água ultrapura para 

completar o volume  final de 10μL. A ciclagem consistiu de 2 min a 50ºC, 10 

min a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 min a 60ºC. Para o gene 

GAPDH, foram utilizados 0,5μL de sonda Taqman® (ThermoFisher, Foster 

City, EUA), 4,5 μL de água deionizada e 5 de Master Mix® ThermoFisher, 

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

 

4.12 Avaliação da Expressão Gênica 

 A quantificação relativa (QR) do mRNA do gene MYD88 foi avaliada da 

seguinte forma: os valores do ciclo de quantificação (Cq) obtidos para os 3 

grupos do MYD88 (AA, AG e GG) e do gene de referência foram classificados 

em casos e controles. Em seguida, o valor médio para o gene de referência 

GAPDH foi utilizado para calcular os níveis de RNAm de cada grupo do MYD88 

usando 2-ΔΔCq como método de quantificação em todas as amostras.  O 

GAPDH foi usado individualmente para a normalização 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 são baseados em 

duplicatas biológicas 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 Quantificação de IL1β 

 Após as coletas dos sobrenadantes de cultura, os mesmos foram 

armazenados a -80ºC até a realização das dosagens. Os níveis de IL1β foram 

quantificados por ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando o 

kit EH2IL1B da Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. A leitura dos resultados foi realizada através do 

comprimento de onda 450nm no Leitor de Placas de Absorvância IRE96 

(SFRI Medical Diagnostics, Saint Jean d'Illac, França). A curva-padrão e 

conversão dos dados para pg/mL foi realizada através do software 

MasterPlex ReaderFit® (Hitachi Solutions, San Bruno, EUA).  

 

4.14 Análises estatísticas 

 As análises estatísticas para avaliar a possível associação com a 

suscetibilidade à AR foram realizadas através do teste exato de Fisher, no 

Programa R. Em relação às análises do polimorfismo com os índices clínicos, 

foi realizada regressão logística através do pacote SNPassoc, também no 

programa R. Os níveis de significância foram considerados com o valor de p 

value < 0,05.  

 O Teste T de Student e análise de variância (ANOVA) com teste Tukey 

como pós-teste foram realizados para comparar os valores de média dos níveis 

de expressão do MYD88. Estas análises foram realizadas pelo software SPSS 

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

 

5. RESULTADOS 

5.1 População de estudo 

 A Tabela 2 mostra os dados descritivos dos grupos avaliados neste 

estudo. Evidenciando as informações dos pacientes, foram incluídos 770 

indivíduos, 424 indivíduos com AR e 356 indivíduos do grupo controle. 

Considerando os indivíduos do grupo de pacientes, 413 eram mulheres e 11 

homens com idade média de 51,8 anos ± 10,34. A idade média de diagnóstico 

desses pacientes foi de 41,8 anos ±10,18 e o tempo médio de doença foi 11 

anos 7,89.  Considerando os dados laboratoriais dos pacientes: 55,1% dos 

pacientes tinham fator reumatoide positivo, 85% tinham a presença de erosões 
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ósseas, 75% tinham proteína C reativa alterada (PCR) e 71% dos pacientes 

tinham velocidade de hemossedimentação alterada (VSH).  

 Ainda considerando a caracterização clínica dos pacientes, a média dos 

índices que avaliam a atividade da doença foi 3,84±1,15 para o índice de 

atividade da doença em 28 articulações (DAS28) e 20,33±10,02 para o índice 

clínico de atividade de doença (CDAI). A média para o Health Assessment 

Questionnaire (HAQ), índice que avalia o dano cumulativo da AR, foi de 

1,43±0,66. 

 

5.2 Associação alélica e genotípica com a AR 

 Após a genotipagem para o polimorfismo rs6853, foram analisadas a 

distribuição das frequências alélicas e genotípicas nos grupos de pacientes e 

controles nas duas populações estudadas. O alelo G apresentou frequência de 

15,3% nos pacientes de Pernambuco e 15,1% nos pacientes de São Paulo. Já 

a frequência do alelo G no grupo controle foi de 23,3% em Pernambuco e 

21,5% em São Paulo. Após as análises estatísticas, o alelo G mostrou-se 

associado com menor susceptibilidade à AR em Pernambuco (OR= 0,65; IC = 

0,4 – 0,8; p = 0,002) e em São Paulo (OR = 0,54; IC = 0,35 – 0,82; p = 0,04). 

Considerando as análises genotípicas, o genótipo GG apresentou frequência 

de 2,3% nos pacientes e 7,5% nos controles na população de Pernambuco, 

apresentando diferenças estatisticamente significativas (p = 0,0007) neste 

grupo. Entretanto, não houve associação genotípica para os indivíduos do 

estado de São Paulo (Tabela 3).  

 

Tabela 2 – Caracterização das populações de estudo 

 

Características Demográficas                          n (%) 

Grupo de pacientes 424 (57,5) 

Grupo controle 356 (42,5) 

Idade média dos pacientes 51,8±10,34 

Idade média dos indivíduos saudáveis  57±11,3 

Pacientes  

Gênero  

Feminino 413(97,6) 
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Masculino 11 (2,4) 

Tabagismo  

Sim 54 (13,39) 

Não 370 (86,61) 

Características Clínicas Média ±DP 

Idade ao diagnóstico 41,86±10,18 

Tempo de doença (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  

Níveis normais 312 (75,6) 

Níveis alterados 112 (24,4) 

Fator Reumatoide  

Negativo 203 (44,1) 

Positivo 221 (55,9) 

VSH  

Normal 198 (41,1) 

Alterado 226 (58,9) 

Erosões ósseas  

Sim 108 (85) 

Não 19 (15) 
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Tabela 3 – Distribuição alélica e genotípica e análises estatísticas para o polimorfismo rs6853 

na população de Pernambuco. 

MYD88 Pacientes    Controles OR IC p.value 

N = 233 % N =189 % 

Genótipo        

AA 167 71,6 115 60,8 Ref   

AG 61 26,1 60 31,7 0,57 0,44 – 1,0 0,1 

GG 5 2,3 14 7,5 0,24 0,06 – 0,75 0,007 

        

Alelo        

A 395 84,7 290 76,7 Ref   

G 71 15,3 88 23,3 0,65 0,4 – 0,8 0,002 

 

 

Tabela 4 – Distribuição alélica e genotípica e análises estatísticas para o polimorfismo rs6853 

na população de São Paulo. 

MYD88 Pacientes    Controles OR IC p.value 

N =191 % N =157 % 

Genótipo        

AA 134 70,1 98 62,4 Ref   

AG 52 27,2 55 35 0,69 0,45 – 1,12 0,1 

GG 5 2,7 4 2,6 0,91 0,1 – 4,37 1 

        

Alelo        

A 320 84,9 231 78,5 Ref   

G 57 15,1 63 21,5 0,54 0,35 – 0,82 0,04 

 

5.3 Imunofenotipagem dos monócitos 

 Após a aquisição de células pelo citômetro de fluxo, foram avaliadas as 

características da células através dos parâmetros FSC e SSC. A Figura 12 

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

cultivadas. Esta população foi delineada pela área P4, pois representa uma 

população de células maiores com características de monócitos. 
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Figura 12 – Dot plot por densidade da região dos monócitos com aumento de 1000 vezes. Em 

vermelho, maior densidade de células expressando o marcador CD45. SSC: Side-scattered 

light. FSC: Forward-scattered light 

 

  

A Figura 13 representa o percentual de células delimitado em P4 que 

são positivas para o marcador de leucócitos CD45. Observa-se que da área 

delimitada, 99,9%, com variação de 5%, são células que expressam CD45. 

 

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

CD45. A região delimitada em R3 ilustra as células com pouca granulosidade e positivas para 

CD45 

 

. 

 No histograma da Figura 14, observa-se a população relativa de células 

com expressão de CD45 que também expressam CD14. Do total de células 

CD45 positivas, 94,9% expressam o marcador CD14. Este marcador é 

específico para monócitos.  
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Figura 14 – Histograma representando a população relativa de células positivas para CD45 

que também expressam CD14 

 

 

 Em seguida, foram delimitadas as subpopulações de monócitos em um 

dot plot. Aproximadamente 64,1% expressavam apenas o marcador CD14, 

sendo consideradas CD14High D16Low, 28,2% eram CD14highCD16+. Apenas 

1,5% eram CD14lowCD16High e 8,1% não expressava nenhum dos marcadores. 

(Figura 15).  

 

Figura 15 – Dot plot representativo das subpopulações de monócitos. Em Q9-UL estão as 

células positivas para CD14. Em Q9-UR estão as células positivas para CD14 e CD16. Em Q9-

LR estão as células positivas para CD16. Em Q9-LL estão as células com ausência de 

expressão tanto para CD14 quanto para CD16. O eixo foi estabelecido através dos controles 

isotípicos 
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 Também foi analisada a expressão do marcador celular CD14 e 

comparada a intensidade média de fluorescência (IMF) entre os grupos 

estimulados e não estimulados. O histograma da Figura 16 representa a 

variação da expressão do CD14 em monócitos não estimulados (vermelho) e 

estimulados (preto). A IMF pré-estímulo foi de 34468,46 e pós-estímulo 

115920,77. Esta análise comprova a funcionalidade do estímulo por LPS, pois 

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

 

Figura 16 – Histograma representativo da intensidade média de fluorescência para o marcador 

CD14. Em vermelho, o pico de IMF no tempo 0 (T0), Em preto, o IMF no tempo 24h (T24h) do 

grupo correspondente de células da condição estimulada. 

 

 

 

5.4 Análise da expressão gênica  

 As análises de expressão gênica utilizando o 2-∆∆Cq como método de 

quantificação mostraram que os monócitos não estimulados dos indivíduos 

com genótipo GG apresentam menor perfil de transcrição do MYD88 quando 

comparados ao AA (1,55 folding change, p = 0,04) e AG (8,06 folding change, p 

= 0,03). Após 24 horas de estímulo com LPS, os monócitos apresentaram perfil 

transcricional 1,11 vezes maior quando estimulados do que os monócitos não 

estimulados, sem considerar os genótipos. Após estratificação genotípica, as 

células com genótipo AA e AG apresentam diminuição nos níveis de expressão 

do MYD88 em 1,47 e 2,33 vezes, respectivamente. Entretanto, os monócitos 

com genótipo GG apresentam aumento na expressão em 4,06 vezes (p = 

0,013; t=-4,24) (Figura 17).  
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Figura 17 – Expressão do MYD88 em relação aos genótipos. 1: Expressão em monócitos 

estimulados com LPS durante 24 horas em comparação com células não estimuladas usando 

PCR quantitativa em tempo real. Os resultados foram normalizados para GAPDH. A expressão 

de MYD88 em monócitos não estimulados é normalizada para 1. 2: Expressão de MYD88 em 

monócitos não estimulados após 24 horas. A: mudança relativa de GG em relação ao genótipo 

AA. B: mudança relativa de GG em relação ao AG. 

 

 

 

5.5 Dosagem de IL-1β do sobrenadante de cultura 

 A Figura 18 representa os níveis de IL1β secretados pelos monócitos 

nas condições estimulado e não estimulado. De forma global, os monócitos não 

estimulados produziram 6,94 (±=7,95) pg/mL da citocina, enquanto os 

estimulados produziram 30,83 (±=33,64) pg/mL após 24 horas de estímulo com 

LPS, p = 0,001, teste T = 0,001.  
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Figura 18 – Produção total de IL1β a partir de cultivo de monócitos. LPS: condição estimulada 

com lipopolissacarídeo de E. coli. Sem LPS: condição de cultivo sem estímulo. 

 

                      Com LPS           Sem LPS 

 

 Quando a produção de IL1β é comparada entre os grupos estimulado e 

não estimulado de acordo com os genótipos para o polimorfismo rs6853, 

observa-se que o genótipo AA na condição sem estímulo produz 6,56 pg/mL e 

na condição estimulada produz 44,83 pg/mL, com diferença estatisticamente 

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

genótipo AG produziram 7,6 pg/mL na condição não estimulada e, ao estimular 

os monócitos, a secreção da IL1β aumentou para 15,27 pg/mL. Esta diferença, 

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

Por fim, a produção de IL1β dos indivíduos com genótipo GG foi de 7,27 

pg/mL na condição não estimulada e, após o estímulo por 24h, a produção da 

interleucina foi elevada para 8,33, sem diferença estatística (p = 0,612). 

 

Figura 19 – Produção total de IL1β a partir de cultivo de monócitos com estratificação para os 

genótipos AA, AG e GG do polimorfismo rs6853. LPS: condição estimulada com 

lipopolissacarídeo de E. coli. Sem LPS condição de cultivo sem estímulo 
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6 DISCUSSÃO 

 Citocinas de papel importante na imunopatologia da Artrite Reumatóide 

são transcritas mediante o recrutamento do MYD88 e ativação do NF kB. Estas 

moléculas proinflamatórias contribuem para o recrutamento de leucócitos, 

manutenção da inflamação e dano articular, sendo secretadas de forma 

significativa em monócitos de pacientes com a doença. No presente estudo, 

relatamos pela primeira vez evidências genéticas de que o polimorfismo rs6853 

[A>G], localizado na região 3’UTR do gene MYD88 pode estar envolvido no 

desenvolvimento da AR.  

 Na avaliação da associação do SNP com a susceptibilidade da doença,  

foi observada que a distribuição do alelo G nos indivíduos do grupo controle 

apresentou a frequência de 23,3%, no estado Pernambuco e 21,5% em São 

Paulo, sendo este um valor superior aos 18% observado no estudo realizado 

por Carrasco-Colom et al. (2015) na população da Catalunha, Espanha, que 

associou o alelo G com doença pneumocócica (OR = 1,9 I: 1.462–2.563, 

p.value = 0,0007)) Enquanto isso, Capparelli et al. (2013) encontrou frequência 

de 27%,  29% e 11% nas populações italiana, romena e ucraniana, 

respectivamente. Em um estudo que associou o alelo A com resistência à 

tuberculose ( OR = 5,78 p.value = 0,001) Nossos resultados mostram 

associação estatisticamente significativa entre o alelo G com à AR em 

Pernambuco (OR = 0,65; IC = 0,4 – 0,8; p.value = 0,002) e São Paulo (OR = 

0,54; IC = 0,35 – 0,82; p.value = 0,04).  

 Com o intuito de avaliar o possível impacto funcional do genótipo GG 

deste polimorfismo na via TLR-NF-κB, foi realizado cultivo de monócitos em 

duas condições: estimulados com LPS e não estimulados com LPS, e de 

acordo com os três genótipos AA, AG e GG. Além disso, foi feita a dosagem de 

IL1β, com o objetivo de avaliar o produto final desta via. Este desenho 

experimental utilizou o estímulo com LPS para simular um possível estado 

inflamatório nas células, como o que é observado em indivíduos portadores da 

Artrite Reumatoide. 

Na condição sem estímulo, os resultados mostram que o perfil 

transcricional do MYD88 é 1,1 vezes menor nos indivíduos com o genótipo GG 

do que nos indivíduos com o genótipo AA. A quantificação de IL1β no grupo 
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GG também apresentou diminuição quando comparado ao grupo AA. 

Entretanto, quando os monócitos foram estimulados com LPS, observamos que 

o perfil transcricional do MYD88 para o genótipo GG aumentou mais de 4 

vezes, quando comparado aos grupos AA e AG. Dessa forma, por produzirem 

pouca quantidade de transcritos de MYD88 na condição sem LPS, as células 

dos indivíduos com o genótipo GG reagiram de forma mais abrupta ao estímulo 

com LPS, aumentando a transcrição de MYD88 possivelmente como um 

mecanismo compensatório da baixa produção sem estímulo para combater um 

possível patógeno.  

 Outro resultado do estudo foi a diminuição da produção de IL1β nos 

cultivos do genótipo GG. Estes indivíduos apresentaram produção 5 vezes 

menor de IL1β quando comparados com indivíduos do genótipo AA e AG (8,33 

versus 44,83 pg/mL, 15,27 pg/mL de AG). A nossa explicação para o fato que 

houve aumento em 4 vezes no perfil transcricional do MYD88, sendo que este 

não acarretou em aumento, mas sim em diminuição da produção de IL1β, 

quando comparadas ao grupo AA, é que houve algum mecanismo de 

regulação da expressão gênica que foi capaz de modular a grande quantidade 

de transcritos de MYD88, diminuindo assim a tradução da molécula e, 

consequentemente, produzindo menores níveis de IL1β quando comparados 

ao genótipo AA. Portanto, podemos considerar que os indivíduos com genótipo 

GG são baixo produtores de IL1β. 

 Baseando-se nos resultados encontrados neste estudo, uma hipótese 

para o aumento de transcrito de MYD88 acompanhada de uma diminuição do 

produto final de sua via, a IL1β, seria a regulação através da ação de  

microRNAs, que são potentes reguladores da expressão g6enica a nível 

transcricional. Polimorfismos na região 3’UTR podem modificar a sequência-

alvo de alguns miRNAs, criando novos sítios-alvo ou eliminando os sítios 

existentes. Até o presente momento, nem todos os alvos de miRNAs foram 

validados experimentalmente e a identificação desses sítios depende de uma 

análise preliminar por predição através de bioinformática (Jin and Lee 2013). 

Para observar se a região do polimorfismo rs6853 é alvo de ligação de 

microRNAs, utilizou-se a plataforma miRNA-SNP: microRNA-related Single 

Nucleotide Polymorphisms disponível no endereço eletrônico 

http://www.bioguo.org/miRNASNP/index.php. Na análise realizada para este 
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trabalho, observou-se que na presença do alelo G ocorre a formação de um 

sítio de ligação para o microRNA hsa-miR-516a-5p com delta G -18.20 kcal/mol 

de energia, garantindo uma ótima considação termodinâmica para o 

pareamento do microRNA com sítio criado pelo alelo G  

 Assim, é possível sugerirmos que, ao serem estimulados com LPS, os 

monócitos dos indivíduos com genótipo GG aumentaram a taxa de transcrição 

de mRNA do MYD88, porém foram alvo da regulação pelo hsa-miR-516a-5p, o 

que provocou regulação da produção proteica de MYD88, resultando em baixa 

quantidade de IL1β. 

 Recentemente, outros estudos também mostraram os efeitos da 

diminuição de MYD88. Em modelo animal utilizando camundongos MYD88-/-, 

ocorreu a redução de eosinofilia além da diminuição de produção da citocina 

IL17A, molécula efetora da resposta Th17. Neste mesmo estudo, 

camundongons MYD88+/+ demonstraram proliferação e expansão da resposta 

Th17 em resposta à sinalização por IL-23, revelando que o MyD88 exerce 

papel crítico na alergia e inflamação através da via IL1R1 e diferenciação de 

células Th17  (PHAM VAN et al., 2016). Outro estudo realizado com células de 

carcinoma pulmonar, observou que a proteína MyD88 estava altamente 

expressa em 62,2% das células cancerosas, enquanto, sua expressão foi 

observada em apenas 10% das células controle. Dentre os pacientes com este 

tipo de câncer, a elevada expressão da MyD88 foi associada com pior 

prognóstico, metástase e diminuição 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 indivíduos 

portadores do alelo G no desenvolvimento da AR através da criação de um 

sítio para o hsa-miR-516a-5p. Dessa forma, a expressão do gene MYD88 é 

regulada negativamente e, por consequência, ocorre menor transcrição de 

citocinas proinflamatórias via NF-κB. Nesse contexto, pode-se sugerir que o 

alelo G desempenha função imunomoduladora da via TLRs-NF-κB, podendo 

modular a secreção de citocinas em monócitos de pacientes com a doença. 
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7 CONCLUSÃO 

 O presente trabalho mostrou pela primeira vez que o polimorfismo 

rs6853 está associado com menor suscetibilidade à AR nas populações dos 

estados de Pernambuco e de São Paulo. Além disso, o SNP associado foi 

capaz de regular a expressão do mRNA do MYD88 e a subsequente produção 

de IL1β em cultivo de monócitos. Dessa forma, podemos sugerir que o alelo G 

possa atuar como um baixo produtor de citocinas proinflamatórias. 
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ANEXO IV – Parecer do Comitê de Ética das amostras de Pernambuco 
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ANEXO V – Curva de calibração do ELISA 
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ANEXO VI – Eletroforese em gel de agarose para avaliar a integridade do 

RNA de cultura 
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doenças e altos graus de morbidade e até mesmo o desfecho fatal de alguns destes pacientes 
são possíveis consequências.Doenças inflamatórias e auto-imunes comuns apresentam uma 
patogênese multifatorial, no qual o fator genético é importante, como mostrado pela recorrência 
familiar da doença, e pela presença concomitante de múltiplas doenças auto-inflamatórias e 
auto-imunes. Segundo a literatura, os inflamassomas têm um papel importante na imunidade 
inata, e também na imunidade adaptativa, e é possível que polimorfismos na seqüência dos 
genes das proteínas que constituem os inflamassomas estejam associados a maior 
susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistêmico e Artrite Reumatoide, além de maior 
gravidade e dano orgânico nestes pacientes. 
Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Graduação (1); Doutorado (2);  
Integrantes: José Eduardo Adelino Silva;  Thiago Sotero Fragoso;  Alessandra Pontillo;  Sérgio 
Crovella;  Paula Sandrin-Garcia (Responsável);  Catarina Addobbati Jordão Cavalcanti 
 
 

Áreas de atuação 

 
1. Genética Humana e Médica 
2. Biologia Molecular 
 

Idiomas 

 
Inglês Compreende  Razoavelmente  , Fala  Pouco , Escreve  Razoavelmente , Lê  

Bem  
 
Espanhol Compreende  Bem  , Fala  Razoavelmente , Escreve  Razoavelmente , Lê  

Bem  
 
 

Prêmios e títulos 

 
2016 Menção Honrosa - XXI ENGENE, Sociedade Brasileira de Genética 
 
2016 Prêmio Jovem Geneticista - 2º Lugar - XXI ENGENE, Sociedade Brasileira 

de Genética 
 
2014 Menção Honrosa - LX Congresso Brasileiro de Genética, Sociedade 

Brasileira de Genética 
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____________________________________________________________________________
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SAUMA, MARIA; DE LIMA, CLAYTON PEREIRA SILVA; BARBOSA, Fabiola Brasil; BRENOL, 
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