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O grilo procura
no escuro
0 mais puro diamante perdido.
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as implacaveis solidées noturnas.

E se o que tanto busca sé existe
em tua limpida loucura

- que importa? -
isso
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Resumo

SILVA, G. L. Loci de suscetibilidade genética a artrite reumatoide
estabelecem redes de regulacéo transcricional com outros genes, 159p.
Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

RESUMO

Estudos recentes de linkage permitiram identificar as regides cromossdmicas
potencialmente associadas a ocorréncia da artrite reumatoide (AR), tendo
destaque o antigeno leucocitario humano (HLA)-DRB1, localizado no locus de
suscetibilidade (LS) 6p21.3. No entanto, estima-se que sua contribuicdo seja
parcial, de maneira que outros genes fora da regiao HLA desempenhem um
importante papel na suscetibilidade a AR. Para testar esta hipdtese, a
tecnologia de cDNA microarrays foi utilizada para acessar o perfil
transcricional de células mononucleares do sangue periférico de 15 pacientes
com AR, os quais foram agrupados de acordo com seus padrdes clinicos e
moleculares, além do tipo de medicamento recebido. Por meio de programas
de Bioinformatica, foi possivel identificar quais sao os genes diferencialmente
expressos, bem como reconstruir as interacdes regulatorias realizadas pelos
respectivos mRNAs. Para cada grupo de pacientes, as redes de regulacao
transcricional resultantes demonstram loci de suscetibilidade interagindo
com outros genes, como é o caso do FNDC3A (fibronectin type Ill domain
containing 3A), cujos niveis de expressao génica parecem depender da
modulacao de HLA-DRB1. Dado que fragmentos de fibronectina podem
estimular mediadores da destruicdo de cartilagem e matriz extracelular, a
evidéncia desta interacao pode ajudar a elucidar a influéncia do HLA-DRB1

sobre a patogénese da AR.
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Abstract

SILVA, G. L. Genetic susceptibility loci in rheumatoid arthritis establish
transcriptional regulatory networks with others genes, 159p. Master's
Dissertation — Medical School at Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2010.

ABSTRACT

Linkage studies have identified the human leukocyte antigen (HLA)-DRB1 as a
putative rheumatoid arthritis (RA) susceptibility locus (SL). Nevertheless, it
was estimated that its contribution was partial, suggesting that other non-
HLA genes may play a role in RA susceptibility. To test this hypothesis, we
conducted microarray transcription profiling of peripheral blood
mononuclear cells in 15 RA patients and analyzed the data, using
bioinformatics programs (significance analysis of microarrays method and
GeneNetwork), which allowed us to determine the differentially expressed
genes and to reconstruct transcriptional networks. The patients were
grouped according to disease features or treatment with tumor necrosis
factor blocker. Transcriptional networks that were reconstructed allowed us
to identify the interactions occurring between RA SL and other genes, for
example, HLA-DRB1 interacting with FNDC3A (fibronectin type Illl domain
containing 3A). Given that fibronectin fragments can stimulate mediators of
matrix and cartilage destruction in RA, this interaction is of special interest
and may contribute to a clearer understanding of the functional role of HLA-

DRB1 in RA pathogenesis.
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Introdugao

1 INTRODUCAO

1.1 Artrite Reumatoide

“ Era uma dor frequente. As vezes, as mdos de Analicia Durval, entdo com 17 anos, amanheciam retesadas e
com uma coloracdo estranha. Dos médicos, recebeu diversos diagndsticos, menos o certo. ‘Alguns diziam
gue era porque eu ficava muito no computador, outros falavam que era sindrome do tunel do carpo. Fiz
muitos exames, mas nunca aparecia nada. Minha mée chegou a pensar que eu estava inventando para
chamar a aten¢éo’, conta a estudante de misica, hoje com 22 anos. Até que a professora de flauta
transversal da jovemdeu a dica: ‘Ela tem artrite reumatoide e me falou que eu podia ter a mesma coisa’. Um
exame clinico e outro de sangue confirmaram a suspeita.

O diagndstico pegou a familia de surpresa. ‘ Para nos, era uma doenca de idosos', diz Analicia. Embora sgja
mais comum em pessoas com mais de 35 anos, principalmente mulheres, a incidéncia da doenca vem
aumentando na faixa etaria mais jovem, chegando a afetar até criancas. ‘N&o se sabe exatamente 0 motivo.
Mas deve-se considerar que as pessoas circulam cada vez mais e os fatores ambientais podem influenciar.
Todos estao vivendo mais, se expondo mais. Varias questdes podem contribuir’, diz a reumatologista Elisa
Hacbarth Freire, do Hospital Professor Edmundo Vasconcelos, em Sdo Paulo. A doenca ndo tem causas
definidas. Dai a dificuldade de se entender os mecanismos que levam ao avango do problema sobre os mais
jovens.

Para os pacientes, ndo € facil aceitar a artrite reumatoide. Além dos sintomas fisicos, ha também os danos
sociais e psicolégicos, como aponta uma pesquisa internacional feita pelo ingtituto de pesgquisa Opinion
Health com 474 pacientes. Quarenta e dois por cento dos entrevistados disseram que se sentem sozinhos, e
40% relataram que a enfermidade afeta o relacionamento sexual. Um tergo das pessoas ouvidas afirmou que
a familia ndo compreende como a doenga atinge suas vidas.

‘E muito ruim. Para mim, que sou instrumentista, entfo, foi bastante traumatico’, revela Analicia. Com os
estudos prejudicados, ela teve de adiar os planos de ingressar no curso de masica da Universidade Federal
da Bahia, onde mora. Porém, com a dica da professora, a jovem conseguiu detectar a doenga menos de um
ano depois que os sintomas apareceram. ‘No inicio, ndo reagi bem ao tratamento. Mas minha médica mudou
0 remédio e hoje convivo muito bem com a doenca. As dores quase sumiram'’.

Especialista em psicologia médica, area que oferece assisténcia a pacientes e familiares que enfrentam
situacdes dificeis por causa de doencas, Raimundo Azevedo explica que a dor continua pode levar até mesmo
a depressio, exigindo tratamento psiquiatrico. ‘Os pacientes sentem-se inutilizados. Ha casos em que
atividades simples, como abrir torneiras ou garrafas, tornam-se impossiveis devido a dor. Nesses momentos,
€ muito importante o apoio da familia e dos amigos , diz’.

Transcricdo de matéria veiculadano jornal Correio
Braziliense em 27 de Janeiro de 2009.
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1.1.1 Definicao e Epidemiologia

Artrite reumatoide (AR) pode ser definida como uma doenga autoimune cronica e
sistémica, caracterizada principalmente pela inflamacdo da membrana sinovial
com destruicdo progressiva da articulagdo, causando deformacdo e perda de
funcao (VENABLES & MAINI, 2006) (OMIM # 180300).

Trata-se do tipo mais comum de artrite inflamatéria (FIRESTEIN, 2003) e da
segunda doenca reumética com maior prevaléncia, atrds apenas da osteoartrite,
(IGNATAVICIUS, 2001), atingindo cerca de 0,5-1% da populacdo mundial
(ALAMANOS & DROSOS, 2005). O pico de incidéncia ocorre entre a quarta e
quinta décadas de vida, mas pode desenvolver-se na infadncia e na velhice. Além

disso, as mulheres tém de duas a quatro vezes mais chances de desenvolvé-la

(GROSSMAN & BRAHN, 1997).

1.1.2 Etiologia

Embora grandes avancos alcancados pela comunidade cientifica tenham
promovido um melhor entendimento sobre a artrite reumatoide, sua etiologia
ainda permanece inconclusiva. Na realidade, os pesquisadores sugerem que o
desenvolvimento da AR envolva uma complexa interacdo entre componentes
ambientais e aut6logos. Além disso, propdem a existéncia tanto de fatores
disparadores como de outros que favorecam a progressao da doenga.

Dentre os componentes ambientais, os agentes infecciosos sdo o0s mais
frequentemente citados como causadores de doengas autoimunes. Os mecanismos
pelas quais uma infeccdo conduziria o estabelecimento de uma condicao
autoimunolégica  sdo  suportados  por cinco  hipoteses  principais
(WUCHERPFENNIG, 2001), a saber:

e Mimetismo molecular: explicado pela possivel identidade entre as

sequéncias de aminoécidos de proteinas autélogas e invasoras. Neste caso,

poderia acontecer o fendmeno conhecido como reacdo cruzada, no qual
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antigenos proprios estruturalmente semelhantes aos antigenos patogénicos
desencadeariam a producdo de anticorpos autorreativos (ZHAO et al., 1998;
BACHMAIER et al., 1999).

e Superantigenos: normalmente de origem viral ou bacteriana, seriam capazes
de se ligar aos receptores de células T exclusivamente por meio do dominio
varidvel da cadeia P. Esta forma diferenciada de ativagdo (policlonal) pelos
superantigenos, aliada a sua habilidade de se ligar a uma grande variedade
de moléculas MHC de classe 1II, induziria uma hiperexpansao de linfécitos T
(até 25% da populagdo celular original), com subsequente liberacdo de
citocinas (SCHERER et al., 1993).

e Expansao de epitopos: devido ao aumento caracteristico no processamento e
apresentacao de antigenos resultante de episddios inflamatorios, a resposta
imune celular acabaria estendendo sua especificidade para epitopos nao
relacionados com aqueles que causaram a infecgdo. Desta forma, ocorreria
migracao do alvo dos autoanticorpos para regides da mesma proteina ou de
proteinas distintas (intermoleculares) (TOPFER et al., 1995).

e Ativacdo Bystander: infecgdes virais ocasionariam um aumento na producdo
local de citocinas, que, por sua vez, estimulariam a expansdo clonal de
linfécitos T autorreativos previamente ativados (e que até entdo seriam
inofensivos devido a baixa titulagao) (MURALI-KRISHNA et al., 1998).

e Ativacdo policlonal: justificada pela infeccdo de células B por virus
linfotrépicos, como o da hepatite C (HCV), por exemplo. A proliferacdo de
linfécitos B causaria uma producdo aumentada de imunoglobulinas e o
actmulo de complexos imunes circulantes, o que poderia acarretar danos ao
proprio tecido (FERRI & ZIGNEGO, 2000).

E importante observar que alguns mecanismos disparadores da condigao

autoimune ndo sdo diretamente dependentes dos agentes patogénicos, mas sim do

processo inflamatério estabelecido com a infeccdo. Além disso, eles ndo sao
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mutuamente exclusivos e podem ser particularmente relevantes em diferentes
estagios do desenvolvimento da doenca (WUCHERPFENNIG, 2001).

No caso especifico da AR, estudos como o de Von Bodungen e colaboradores
demonstram que cabras infectadas com clones de lentivirus da artrite encefalite
(caprine arthritis encephalitis virus, CAE) apresentaram, apés 33 dias, lesdes nas
membranas sinoviais histologicamente muito semelhantes aquelas de animais com
histéria de artrite cronica de dois anos. Seus resultados apoiam a ideia de que a
resposta imune humoral pode contribuir para a patogénese da artrite encefalite em
caprinos, semelhante a AR humana (VON BODUNGEN et al., 1998).

Ainda com relagdo aos componentes externos, vérias referéncias na literatura
apontam a pratica do tabagismo como um importante fator de risco para o
desenvolvimento da AR (HUTCHINSON et al., 2001; CRISWELL et al., 2002). Num
estudo de coorte retrospectivo com 377.481 profissionais da satide, das quais 7.697
eram pacientes com AR, Karlson e colegas concluiram que mulheres que tinham
fumado por mais de vinte anos apresentavam um risco de 24% a 39% maior em
desenvolver AR, além de um risco de 30% a 49% maior em desenvolver a doenca
com fator reumatoide positivo (FR+), sendo que tal variacao era dependente do
nuimero de cigarros fumados ao dia (KARLSON et al., 1999).

Stolt e colaboradores, por sua vez, desenvolveram um estudo do tipo caso-
controle com 1576 individuos no qual constataram que fumantes e ex-fumantes
possuiam um risco maior em desenvolver AR com FR+ (e ndo com FR-), quando
comparados aos individuos que nunca tinham fumado. Entre aqueles que
declararam sempre ter fumado, este risco chegava a ser 70% maior para as
mulheres e 90% maior entre os homens. Em resumo, o risco relativo aumentado foi
evidente em individuos que tinham fumado por mais de vinte anos, sendo
proporcional a intensidade da dose (ndmero de cigarros/dia). Além disso, o risco
aumentado permanecia por até 19 anos apds a interrupcao do habito tabagista

(STOLT et al., 2003).
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Observe que ambos os trabalhos mencionados sdo concordantes quanto ao
maior risco de soro-conversao do fator reumatoide (considerado um agravante no
diagnostico da AR) entre os individuos que fumavam por mais de duas décadas.
Realmente, a maior agressividade na apresentacao clinica da doenca pode estar
associada a pratica do tabagismo, que, portanto, poderia ser utilizada para
predizer a progressdao da AR (SAAG et al., 1997).

Por outro lado, como bem suscitado por Criswell, o desenvolvimento de
doengas complexas como a AR ndo deve ser justificado exclusivamente por fatores
ambientais, mas sim os considerando juntamente com caracteristicas intrinsecas ao
organismo, como, por exemplo, a predisposicao genética (CRISWELL et al., 2006).

O envolvimento de fatores genéticos na patogénese da artrite reumatoide é
amplamente fundamentado na literatura. Num estudo populacional finlandés,
Aho e colaboradores demonstraram que a porcentagem de concordédncia para AR
era de 12,3% para gémeos monozigoticos (MZ), contra 3,5% obtida para gémeos
dizigéticos (DZ). Além disso, o risco relativo ajustado por idade e sexo foi
calculado em 8,6 para gémeos MZ e 3,4 entre pares DZ (AHO et al., 1986).

Ja no Reino Unido, 15,4% dos gémeos MZ e 3,6% dos gémeos DZ apresentavam
concordancia com relagdo a AR. Os autores ainda concluiram que o risco do
segundo irmdo MZ em desenvolver AR era diretamente proporcional ao tempo de
apresentacao clinica da doenca no irmdo inicialmente afetado (SILMAN et al.,
1993).

Estudos populacionais considerando gémeos consistem numa abordagem
classica para determinar a influéncia genética no desenvolvimento de certa doenga.
No entanto, eles possuem o seguinte viés: quanto maior a prevaléncia da doenca
naquela populacdo, maior as taxas absolutas de concordancia entre gémeos,
independentemente da contribuigdo genética investigada.

Uma estimativa mais robusta é fornecida pelo célculo da chamada heritability

(SMITH, 1970), que quantifica a contribuicio de fatores genéticos para o
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desenvolvimento de uma doenga, sem levar em consideracdo sua prevaléncia na
populacao.

A partir do conjunto de dados de ambos os trabalhos mencionados acima,
Alexander e colegas concluiram que aproximadamente 60% da responsabilidade
sobre o desenvolvimento da AR pode ser atribuida a fatores genéticos,
independentemente de sexo, idade, idade quando do surgimento da doenga, ou
severidade da mesma (McGregor et al., 2000).

Mais recentemente, a meta-analise do conjunto de dados de quatro diferentes
estudos de mapeamento genoémico, totalizando 767 familias e 964 pares de irmaos,
permitiu identificar as regides cromossdmicas provavelmente associadas com a
suscetibilidade a artrite reumatoide. Os loci de suscetibilidade sdao: 1p31.1-p13.3,
2q34-q35, 6q15-q23.2, 6p21.1-q15, 6p22.3-p21.1, 8pter-p22, 12p11.21-q15, 12p12.1-
pl11.21, 16p13-q12.2 e 18q12.3-q22.1 (CHOI et al., 2006).

A principal regido cromossdmica de suscetibilidade a AR localiza-se no braco
curto do cromossomo 6 (mais especificamente 6p21), no chamado Complexo
Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC), regido
que se estende por 4Mb e abriga um grande numero de genes altamente
polimorficos.

Variagdes do gene HLA-DRBI1 tém sido particularmente associadas a ocorréncia
de AR em diferentes populacdes. Localizados na regido conhecida como MHC de
classe II, estes alelos determinam os subtipos HLA-DR4 (HLA-
DRB1*0401/0404/0405/0408), HLA-DR1 (HLA-DRB1*0101/0102) e também HLA-
DRB1*1001, *1402 e *1406.

Todos os alelos DRB1 compartilham uma regido codificando uma sequéncia
comum de aminodcidos entre as posigdes 70-74 da terceira regido supervariada
(HVR3), constituinte da cadeia P no heterodimero HLA-DR. Este padrao
conservado de aminoacidos, QKRAA/QRRAA/RRRAA, geralmente é referido

como epitopo compartilhado (shared epitope - SE).
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O estudo de uma amostra populacional do leste da Franca identificou que a
prevaléncia do alelo HLA-DRB1*0401 era significantemente maior em pacientes
com AR (46,6%) do que em individuos controle (17,3%). Os subtipos mais
comumente encontrados entre aqueles pacientes foram o HLA-DRB1*0101 (33,3%
dos casos) e o HLA-DRB1*0401 (28,3%). Além disso, os autores concluiram que a
ocorréncia de dupla dose do SE estava associada a um risco 4,83 vezes maior em
desenvolver a doenca (TOUSSIROT et al., 1999).

No Brasil, a analise de uma amostra populacional com 140 pacientes com AR e
161 individuos sadios revelou que a frequéncia dos alelos HLA-DRB1*0101, *0401,
*0404, *0408, *0405 e *1001 era significantemente maior em pacientes com AR do
que em controles. Considerando todos os alelos SE, sua frequéncia acumulada foi
de 39,6% no conjunto de pacientes, contra 12,5% caracteristica do grupo controle
(OR=6,02). Por outro lado, considerando todos os alelos codificadores da sequéncia
de aminoacidos DERAA (DRB1*0103, *0402, *1102, *1103, *1301, *1302 e *1304), os
autores encontraram uma frequéncia acumulada de 19,3% no conjunto de
pacientes e 37,2% no grupo controle (OR=0,4), reafirmando seu efeito protetor
contra o desenvolvimento da AR. Os autores ainda concluiram que anticorpos anti-
CCP (e FR+) estavam presentes em 64,5% dos pacientes SE-positivo, contra 44,7 %
de pacientes SE-negativo, sugerindo que anticorpos anti-CCP sejam responséveis
por intermediar a associagio entre alelos HLA-DRB1 e AR (LOUZADA-JUNIOR et
al., 2008).

Adicionalmente, varios trabalhos tém identificado uma especial associa¢ao entre
a ocorréncia de dupla dose do alelo HLA-DRB1*04 e uma maior severidade na
apresentagdo clinica da AR, como manifestacdes extra-articulares, vasculite e
quadro erosivo (GORMAN et al., 2004; GORONZY et al., 2004; TURESSON et al.,
2005).

Entretanto, de acordo com Deighton e colegas, os alelos HLA-DRB1 contribuem

com apenas um terco do riso genético para AR (DEIGHTON et al., 1989),



Introdugao

evidenciando que outros genes fora da regido MHC de classe II desempenham um
papel importante na suscetibilidade a doenga.

Verpoort e colegas, por exemplo, encontraram que a frequéncia do alelo HLA-
DR3 era significantemente maior entre pacientes com AR que ndo apresentavam
anticorpos anti-CCP do que entre controles (OR=1,84), o que ndo foi observado na
comparacdo de pacientes AR anti-CCP+ versus controles (OR=0,92). Situacdo
semelhante foi verificada no subgrupo de pacientes com artrite indiferenciada.
Segundo os autores, os resultados sugerem que o desenvolvimento de AR sem
anticorpos anti-CCP esteja associado a ocorréncia do alelo HLA-DR3, localizado na
regiao MHC de classe III (VERPOORT et al., 2005).

Tokuhiro e colaboradores, por sua vez, identificaram uma associacdo
significante entre AR e o polimorfismo de um tnico nucleotideo (single nucleotide
polymorphism - SNP) do SLC22A4, pertencente a um grupo de genes de citocinas
localizado na posicdo 5q31. Codificador de um transportador de cations, o gene
SLC22A4 encontra-se superexpresso na artrite induzida por colageno. O SNP
diminui sua eficiéncia de transcricdo devido a alteracdo na afinidade com o fator
de transcricdo RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) (citobanda 21q22).
Também foi observada uma forte associacdao entre AR e um SNP do RUNX1. Os
autores sugerem que a regulacdo da expressdo do gene SLC22A4 pelo RUNX1
esteja relacionada com a suscetibilidade a AR, representando um exemplo do efeito
epistatico entre dois genes sobre a doenca (TOKUHIRO et al., 2003).

Os paragrafos anteriores discorreram sobre a importancia dos fatores genéticos
como um dos componentes autélogos responsaveis por contribuir para o
desenvolvimento da artrite reumatoide. Outra caracteristica intrinseca
possivelmente associada a este risco é a condigdo dos niveis hormonais do
individuo. Algumas evidéncias que suportam esta ideia sdo a diferenca na
prevaléncia da AR entre homens e mulheres e a redugdo dos sintomas durante a

gravidez.
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1.1.3 Fisiopatologia

Nos pacientes com AR, o exame da membrana sinovial revela um intenso processo
inflamatorio caracterizado por hipertrofia do tecido e transformacdo funcional de
suas células constituintes, os sinovidcitos. A membrana sinovial inflamada,
denominada pannus, possui uma constituicio marcante de populacdes de células
dendriticas, fibroblastos sinoviais, macréfagos e linfécitos T, o que evidencia o
envolvimento da imunidade celular na fisiopatologia da AR (FIRESTEIN et al.,
1987; WOOLLEY & TETLOW, 1997).

Sucintamente, a reacdo autoimune tem inicio com a ativacao antigeno-especifica
de linfécitos T CD4+ por peptideos ligados a superficie de células apresentadoras
de antigenos. Quando o heterodimero composto por molécula MHC de classe II +
peptideo encontra-se com o receptor de célula T (TCR), ocorre sua diferenciacdo
em linfécitos T auxiliares de tipo 1 (T helper type 1 - Th1) e tipo 2 (Th2).

Responsaveis por eliminar patégenos intercelulares, os linfécitos Thl também
sdo capazes de acarretar lesdes tissulares devido a indugdo da atividade de
macroéfagos e linfécitos T citotoxicos. Por outro lado, os linfécitos Th2 conduzem a
secrecao de autoanticorpos por células B autorreativas. De acordo com Panayi, os
proprios linfécitos B apresentariam papel fundamental na secrecdo de citocinas
pro-inflamatoérias, produgdo do chamado fator reumatoide (FR) e ativacao de
células T (PANAYI, 2005).

Além disso, a maturacdo de linfécitos Th provoca a liberagdo de uma grande
quantidade de citocinas pré-inflamatoérias, como interferon-y, interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a). Estas estimulam as células
sinoviais a produzir enzimas hidroliticas (incluindo colagenases, agrecanases -
proteinas que degradam agrecanos -, catepsinas L e D derivadas de neutréfilos e
metaloproteinases do tipo I, III e VIII), as quais levam a destruicdo progressiva da
articulacdo. De fato, os niveis de IL-1 sdo maiores nos pacientes com AR que

apresentam quadro de doenca erosiva (FONG et al., 1994).
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1.1.4 Apresentacao Clinica

Embora as manifesta¢des clinicas da artrite reumatoide sejam muito varidveis, as
mais frequentes sdo dor, edema articular simétrico e rigidez matinal de duragao
variavel (sendo mais prolongada em processos inflamatérios mais intensos). No
estadgio inicial, as articulacdes acometidas sdo preferencialmente pequenas e
periféricas, como radiocarpicas (punhos), metacarpofalangianas e interfalangeanas
proximais (maos), e metatarsofalangeanas (pés). Ja em estagios mais tardios, ocorre
o comprometimento de grandes articulacdes, como ombros, cotovelos, quadris,
joelhos e tornozelos (GRASSI et al., 1998).

O envolvimento de tecidos periarticulares pode acontecer sob as formas de
rupturas tendineas, sindromes neuroldgicas compressivas (especialmente a
sindrome do ttnel do carpo), atrofia e fraqueza muscular, por exemplo.

As manifestagdes extra-articulares podem incluir ndédulos reumatoides
(presentes em metade dos pacientes com AR, estando relacionados a um pior
prognostico), vasculites (frequentemente nas extremidades inferiores, representam
o tipo de manifestagio mais grave, também indicando um pior progndstico),
neuropatias, pericardite, pneumonite intersticial, pleurite, glomerulonefrite,
esclerite, ceratoconjuntivite seca (associada a sindrome de Sjogren), sindrome de
Felty e anemia (GORDON et al., 1973; TURESSON et al., 1999; YOUNG & KODURI,
2007). Os pacientes ainda podem apresentar febre, mialgia, astenia, inapeténcia,
perda de peso e suor nas extremidades (BERTOLO & MAGALHAES, 2006).

A evolucao clinica da doenga também ¢é bastante heterogénea. Existem casos que
evoluem espontaneamente para a cura; outros acompanham progressivas
deformidades do sistema locomotor, acarretando uma importante debilidade
tuncional. Alguns casos implicam o comprometimento de outros 6rgaos e sistemas,
podendo levar ao 6bito.

De maneira geral, a AR pode se estabelecer de acordo com os seguintes padrdes:
monociclico, policiclico e progressivo. O primeiro caracteriza-se pelo curso

autolimitado, no qual sinais e sintomas (principalmente dor e rigidez articular)
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regridem apés um periodo de 1-2 anos, com pouca ou nenhuma medicacdo. O
padrdo monociclico ocorre em aproximadamente 20% dos pacientes, sendo mais
frequente em homens, em individuos soronegativos para o fator reumatoide e
entre aqueles com o menor namero de articulacdes afetadas (MASI, 1983) (veja a
figura 1 na préxima pagina).

O padrao policiclico, por sua vez, caracteriza-se pela evolucdo lenta e
progressiva, marcada por periodos de repentina e intensa atividade inflamatéria e
outros de remissdao clinica. Este tipo de curso intermitente ocorre em
aproximadamente 70% dos pacientes. J4 o padrao progressivo corresponde a forma
mais agressiva da doenga, caracterizada pelo comprometimento articular aditivo
sem periodos de remissao, causando sérias deformidades (como anquiloses, desvio
ulnar, dedos em forma de pescoco de cisne ou martelo) e morte prematura se nao
tratada a tempo. Eo tipo de curso menos comum, encontrado em pacientes com o

maior namero de articulacoes afetadas quando do diagnéstico (MASI, 1983).
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Figura 1 — Padroes de evolugdo clinica da AR. O grafico indica que o niimero
de articulagdes comprometidas ao longo dos anos varia de acordo com o
tipo de curso da doenga. No padrdo monociclico, ocorre envolvimento
monoarticular de forma insidiosa, com remissdo clinica espontanea. No
padrdao policiclico, a instalacdo da doenga geralmente é insidiosa e
poliarticular, evoluindo de maneira intermitente, com periodos de crise e
melhora. O padrao progressivo é marcado pelo envolvimento poliarticular
agudo, podendo resultar em deformidades incapacitantes (adaptado de
HADLER & GILLINGS, 1985).

1.1.5 Diagnostico

Embora as manifesta¢des clinicas da AR sejam bem caracterizadas nos periodos
mais avancados da doenca, as manifestacdes clinicas observadas no inicio da AR
podem dificultar sua identificagdo, abrangendo véarios diagnosticos diferenciais.
Na realidade, ainda nao existe uma definicdo consensual com relacdo a AR inicial.
Seu diagnostico deve ser feito com base na presenca de sinovite persistente

afetando pelo menos trés articulagdes, dolorimento a compressdo das
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metacarpofalangeanas ou metatarsofalangeanas e rigidez matinal de pelo menos
trinta minutos (BERTOLO & MAGALHAES, 2006).

Além da investigagdo das manifestagdes clinicas, achados laboratoriais e exames
por imagem podem representar ferramentas tteis tanto no diagnoéstico diferencial
da AR quanto no progndstico e acompanhamento desses pacientes.

O hemograma pode revelar alteracdes compativeis com anemia normocrdémica/
normocitica, caracteristica do inicio da doenca, ou anemia microcitica/hipocrdémica
caso o processo inflamatoério ndo seja controlado. As taxas de alfa-1-glicoproteina
acida, proteina C reativa (PCR) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS),
embora inespecificas, apresentam-se elevadas durante o processo inflamatério da
doenca.

O fator reumatoide (FR), correspondente a imunoglobulina IgM anti-IgG, est4
presente em pelo menos 80% dos pacientes com AR. Apesar de sua baixa
sensibilidade, 69% de acordo com (SHMERLING & DELBANCO, 1992) ou 66%
segundo (GOLDBACH-MANSKY et al., 2000), o FR pode auxiliar na confirmacao
do diagnéstico de AR quando levado em consideracdo junto com os demais
aspectos clinicos do paciente. Além disso, em titulos elevados, pode ser indicativo
de doenca erosiva e de um maior niumero de manifestacdes extra-articulares
(AGRAWAL et al., 2007). Ainda de acordo com Goldbach-Mansky e colaboradores,
o valor preditivo positivo do FR corresponde a 80%, semelhantemente aquele
encontrado por Wolfe e colegas (WOLFE et al., 1991).

Ja os autoanticorpos contra peptideos citrulinados ciclicos (cyclic citrullinated
peptides - anti-CCP) possuem valor preditivo positivo maior que o FR. De fato, a
curva ROC caracteristica de anticorpos anti-CCP aproxima-se da extremidade
superior esquerda, definindo uma area equivalente a 0.775; valor significantemente
maior que a area de 0.577 obtida com a curva ROC do FR (SHOVMAN et al., 2005).

Embora o exame radiografico represente a abordagem cléssica de investigacao

por imageamento na AR, as alteragdes evidentes aos raios-X (como osteopenia,

14



Introdugao

estreitamento do espaco articular, erosdes Osseas marginais e deformidades)
geralmente acontecem em estagios mais avancados da doenga.

Desta forma, a ultrassonografia tem sido preferencialmente utilizada para
detectar alteracOes articulares decorrentes da AR inicial, como derrame articular,
proliferacdo sinovial e erosdes corticais, anormalidades que nado seriam
visualizadas por meio de radiografias convencionais. J& a ressondncia nuclear
magnética (RNM), apesar do alto custo, é capaz de identificar precocemente o
surgimento de erosdes Osseas e processos inflamatérios de partes moles, como
sinovites e tenossinovites.

Baseado em parametros clinicos, laboratoriais e radiolégicos, o diagnéstico da
AR obedece a sete critérios estabelecidos pelo American College of Rheumatology
(ACR) em 1987 (ARNETT et al., 1988), dos quais o paciente deve preencher pelo

menos quatro. Veja a tabela a seguir:

Tabela 1: Critérios para o diagndstico da artrite reumatoide estabelecidos pelo ACR em 1987.
1. Rigidez matinal articular de pelo menos uma hora

2. Artrite de trés ou mais areas articulares: maos, punhos, cotovelos, joelhos,
tornozelos e pés

3. Artrite das articulagdes das maos

4. Artrite simétrica

5. Nodulos reumatoides

6. Fator reumatoide positivo

7. Alterag0es radioldgicas: osteopenia periarticular e/ou erosées
Obs.: os quatro primeiros critérios devem estar presentes hd pelo menos seis semanas

Outra importante ferramenta comumente utilizada para o diagnoéstico da AR e
avaliacdo da resposta ao tratamento é o chamado Indice de Atividade da Doenca
Baseado em 28 Articulagdes (Disease Activity Score 28 - DAS28), proposto por
(PREVOO et al., 1995) de maneira a simplificar a férmula do DAS original,
desenvolvida anteriormente pela European League Against Rheumatism (EULAR)

(VAN DER HEIDJE et al., 1993).
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O calculo do indice DAS28 leva em consideracao vinte e oito articulagdes:
ombros, cotovelos, punhos, metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais e
joelhos, bilateralmente. Contam também a velocidade de hemossedimentacdo
(VHS) e uma varidavel denominada Avaliagdo Global de Saude (AGS), que é
medida numa escala visual analdgica variando de 0 a 100. A férmula é definida do

seguinte modo:

DAS28 = 56+ +/ NAD + 0,28 +/NAE + 0,70 In(VHS) + 0,014+ AGS (1.2)

na qual NAD é o ntmero de articulacdes doloridas e NAE, o namero de
articulagdes edemaciadas.

Entende-se por dolorosa uma articulagio que apresente algum grau de
desconforto, ndo necessariamente dor intensa, quando avaliada pela digito-pressao
de sua interlinha ou por sua mobilizacdo passiva (PINHEIRO, 2007).

Assim, o indice DAS28 apresenta uma escala continua variando de 0 a 94 e
geralmente possui uma distribuicdo gaussiana em populagdes de individuos com
AR. O nivel de atividade da doenca pode ser classificado como baixo quando se
obtém DAS28< 3.2, moderado no intervalo 3.2< DAS28<5.1, e alto quando se
encontra DAS28<5.1 (VAN GESTEL et al., 1998). Além disso, quase todos os
pacientes com doenca em remissdo apresentam um DAS28< 2.3, o que ndo quer
dizer que todos os pacientes com um indice desses estdo em remissao. (FRANSEN
& VAN RIEL, 2005). Sua correlacdo com o DAS original foi calculada em 0.97,
sendo muito mais préatico de ser aplicado (ALETAHA & SMOLEN, 2005).

1.1.6 Tratamento

O tratamento adequado da AR requer uma abordagem multidisciplinar que

envolva, além da terapia medicamentosa, o estabelecimento de fisioterapia,
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suporte psicossocial e mesmo a intervengao cirdrgica. O paciente e seus familiares
devem ser orientados sobre os possiveis efeitos adversos da medicagdo
estabelecida, bem como a possibilidade de reativagdo da doenca. Também devem
ser buscadas solugdes para as dificuldades e limitacdes enfrentadas pelo paciente

no seu cotidiano.

Drogas Sintomaticas

Dentre as drogas sintomdticas atualmente disponiveis, destacam-se os anti-
inflamatdrios nao hormonais (AINHs) e os glicocorticoides, cujos principais
objetivos sdo o alivio da dor e a reducdo do processo inflamatério ja instalado na
articulacdo.

O mecanismo de acdo dos AINHs consiste na inibicdo da sintese de
cicloxigenases (COX), enzimas que sdo responsaveis pela producao de
prostaglandinas tanto nos processos fisiolégicos (via COX-1) quanto em reagdes
inflamatoérias (caso da COX-2) (SMITH, 1992). Desta forma, embora nao
apresentem eficacia superior aos demais AINHs, os inibidores seletivos de COX-2
possuem a vantagem de causar menos efeitos colaterais (principalmente problemas
gastrointestinais), pois ndo interferem na cadeia das prostaglandinas participantes
de processos fisioldgicos (WOLF et al., 1993). Celecoxibe, Etoricoxibe e Valdecoxibe
sdo os medicamentos pertencentes a este grupo. O Rofecoxibe foi retirado do
mercado norte-americano por comprovadamente aumentar o risco de doengas
cardiacas.

Os glicocorticoides, apesar de pertencerem a classe mais potente de supressores
inflamatodrios, devem ser utilizados com precaucdo devido aos varios efeitos
adversos associados a terapéutica. Seus mecanismos de acdo incluem a supressao
da imunidade humoral e celular, a alteracdo na distribuicdo e funcao de leucécitos
e a intervencao na cadeia de sintese de prostaglandinas (WILDER, 1996).

Pequenas doses de prednisona sao indicadas principalmente no inicio do

tratamento (periodo no qual sdo aguardados os efeitos de drogas antirreumaéticas
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modificadoras da doenca), devendo ser reduzidas ou suspensas assim que
possivel. Doses maiores sao reservadas aos casos mais graves, com manifestacdes
sistémicas. Injecdes intra-articulares de glicocorticoides representam um

importante adjuvante na reducgao da inflamagao de juntas recalcitrantes.

Drogas Antirreumaticas Modificadoras da Doenca

As chamadas DMARDs (do acréonimo em inglés Disease-Modifying Antirheumatic
Drugs) correspondem aos medicamentos mais importantes no tratamento da AR.
Diferentemente das drogas sintomaticas, estas promovem a remissao da atividade
da doenga, o que pode ser mensurado pelo retardo da progressao radiolégica.

Dentre as DM ARDs sintéticas, destacam-se:

e Metotrexato (MTX): é considerado o tratamento padrdao-ouro devido a
rdpida acdo, boa relacdo eficdcia/toxicidade e ao baixo custo. Age
bloqueando a sintese de DNA por meio da inibicdo da diidrofolato-
redutase. Seu efeito terapéutico é obtido suprimindo a proliferacao de
linfécitos e a expressdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-8 e TNF.
Em contrapartida, possui implicacdes relacionadas ao comprometimento
pulmonar, hepatico e renal, além do potencial teratogénico;

¢ Leflunomida: apesar do custo mais elevado, apresenta eficacia comparavel
ao MTX (STRAND et al., 1999). Seu mecanismo de agdo consiste na inibigao
da diidrato-desidrogenase, levando a diminuicdo na sintese de pirimidinas.
O efeito terapéutico baseia-se na supressdao da proliferacdo e da ativacdo
linfocitica, com subsequente modulacdo sobre IL-2, TGF-a e a producdo de
imunoglobulinas (MLADENOVIC et al., 1995). A principal contraindicacdo
refere-se aos pacientes em fase de procriacdo devido a sua propriedade
teratogénica;

e Antimaldricos: sdo preferencialmente prescritos sob a forma de difosfato de
cloroquina (DFC) e sulfato de hidroxicloroquina (HCQ). Embora os

mecanismos de acdo ndo estejam totalmente elucidados, sdo
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reconhecidamente bastante eficazes, bem toleradas, seguras e de baixo
custo. O efeito colateral mais importante envolve a toxicidade ocular,
exigindo acompanhamento oftalmolégico regular;

e Sulfassalazina (SSZ): resultante da ligagdo entre o antibiético sulfapiridina e
o anti-inflamatério 5-dcido-aminossalicilico, a SSZ age principalmente
impedindo a expansao clonal de células B e reduzindo a concentracao
plasmatica de linfécitos ativados. Normalmente é administrada em
combinagdo com MTX e drogas antimalaricas. A adesdo ao tratamento é
diminuida em decorréncia dos frequentes problemas gastrointestinais;

e C(Ciclosporina: devido a toxicidade caracteristica, é reservada aos pacientes
refratdrios (ou seja, nao responsivos) aos demais tratamentos. Seu potencial
terapéutico esté relacionado a inibi¢do da sintese de receptores de IL-1, IL-2
e TGF, além de restringir a interacdo entre macrofagos e linfécitos T,
interferindo negativamente na ativagdo destes. Possui implicagdes quanto a
hipertensao arterial e comprometimento hepatico e renal.

Ciclofosfamida, Azatioprina, D-penicilamina, Clorambucil, Micofenolato
Mofetil (MMF), Tacrolimus (FK506) e sais de ouro integram a lista de DMARDs
sintéticas.

Mais recentemente, importantes avangos no campo da biotecnologia permitiram

o desenvolvimento das DMARDs biolégicas, também chamadas de agentes
biolégicos, que basicamente consistem de anticorpos monoclonais com alvos
bastante especificos, além de proteinas soltiveis com estruturas semelhantes a
moléculas de superficie e receptores envolvidos na fisiopatologia da AR.

As principais caracteristicas dos agentes biolégicos disponiveis sdo
apresentadas a seguir:

e Infliximabe: anticorpo monoclonal quimérico com acdo especificamente
antagonica ao TNF-a. Aproximadamente 25% de sua estrutura proteica tem
origem murina (KNIGHT et al., 1993), o que pode ocasionar efeito

imunogénico quando administrado como monoterapia (WOLBINK et al.,
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2006). Varios estudos tém demonstrado sua eficicia superior ao placebo
quando administrados juntamente com MTX, além dos maiores efeitos
terapéuticos obtidos por meio da associagdo Infliximabe + MTX em
comparagdao aos produzidos por este altimo sozinho (MAINI et al., 1999;
LIPSKY et al., 2000);

Adalimumabe: anticorpo monoclonal recombinante, totalmente humano,
com alta afinidade para o TNF- a, impedindo sua ligacdo aos receptores
celulares p55 (tipo I) e p75 (tipo II) (SALFELD et al., 1998). De acordo com
Breedveld e colegas, os pacientes com AR grave (diagnosticados ha menos
de trés anos) tratados com Adalimumabe + MTX apresentaram melhores
efeitos terapéuticos (reducdo de sintomas, inibicdo na progressao
radiografica e mesmo remissdo da doenca) do que aqueles tratados
exclusivamente com uma destas drogas (BREEDVELD et al., 2006);
Etanercepte: proteina soltivel resultante da fusdo entre a porcao extracelular
do receptor p75 e a regido constante da imunoglobulina IgG1l humana,
sendo, portanto, capaz de se ligar tanto as citocinas TNF-a circulantes
quanto aquelas ligadas aos receptores de células-alvo (MOHLER et al.,
1993). Vérios trabalhos tém concluido que a combinacao Etanercepte + MTX
ou Etanercepte + SSZ produz uma resposta terapéutica mais eficaz do que a
monoterapia com tais DMARDs sintéticas (WEINBLATT et al., 1999;
COMBE et al., 2006);

Abatacepte: proteina recombinante obtida por meio da fusdo entre o
dominio extracelular da molécula CTLA4 e a porcdo constante da IgG1
humana. E capaz de se ligar com alta afinidade aos receptores CD-80/86 das
APCs (LINSLEY et al., 1991), bloqueando a coestimulagao positiva de CD28,
suprimindo a ativacdo e até 95% da proliferacao de linfécitos T (ALEGRE et
al., 2001; DAVIS et al., 2007). Em estudos comparativos, mostrou-se mais
eficaz que placebo em pacientes ndo responsivos ao MTX (KREMER et al.,

2006) ou a antagonistas de TNF-a (WESTHOVENS et al., 2006);
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¢ Rituximabe: anticorpo monoclonal quimérico responséavel pela deplecdao de
linfécitos B por meio da ligacdo aos antigenos CD-20 (EDWARDS &
CAMBRIDGE et al., 2001). E indicado em associacio com MTX para
pacientes com resposta inadequada aos inibidores de TNF-a (COHEN et al.,
2006);

e Anaquinra: possui agdo antagonista ao receptor tipo I de IL-1, impedindo,
por concorréncia, que esta citocina proé-inflamatoéria efetue transducdo de

sinais (MCINTYRE et al., 1991). Ainda nao é comercializado no Brasil.

1.2 Tecnologia de cDNA Microarrays

Os recentes avangos no campo da Genética Molecular tém aberto perspectivas
grandiosas sobre a investigacdo dos complexos processos moleculares subjacentes
aos organismos vivos. Questdes que tradicionalmente eram consideradas no
singular - por exemplo, quais as caracteristicas estruturais e funcionais de um
determinado gene? -, podem agora ser propostas no plural (D'HAESELEER et al.,
2000). Comecando pelas novas técnicas de sequenciamento do DNA, entre as quais
se destaca o pirossequenciamento (RONAGHI, 2001), é possivel identificar as
caracteristicas estruturais de milhares de genes, fornecendo importantes indicios
quanto as suas funcoes.

Dos métodos de mensuracdo da expressdao génica em larga escala, tais como a
hibridizacdo com cDNA microarrays (SCHENA et al, 1995) ou o RTPCR
quantitativo (BUSTIN, 2000), passando pela eletroforese bidimensional em gel
(GYGI et al., 2000) ou microarrays de anticorpos (GLOKLER & ANGENENDT,
2003), existem intimeras tecnologias especialmente desenvolvidas para avaliar as
concentragdes das moléculas de RNA e proteinas em diferentes niveis de
profundidade e precisao, sendo, inclusive, capazes de determinar o perfil do
transcriptoma ou do proteoma de um organismo inteiro (ZHU et al., 2001;

MOCKLER et al., 2005).
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Conceitualmente, o transcriptoma pode ser definido como o conjunto total de
moléculas de RNA encontradas numa célula ou populagao delas num determinado
instante (BERNOT, 2004). Essas moléculas incluem os chamados coding RNAs,
conhecidos como mensageiros (mRNAs), e os non-coding RNAs, das quais fazem
parte o transportador (tRNA), o ribossomico (rRNA), e também small nucleolar
(sno)RNAs, microRNAs, small interfering (sijRNAs.

Porém, as metodologias destinadas a mensuragao da concentragdo de transcritos
em larga escala normalmente levam em consideracdo apenas as moléculas de
mRNAs, pois sdo elas as responsaveis por carregar as instrucdes da sintese
proteica, representando o nivel mais elevado em termos da expressdao do genoma.
Dentre as principais técnicas com este proposito estdo a chamada Serial Analysis of
Gene Expression - SAGE e os cDNA microarrays.

Sucintamente, a metodologia do SAGE consiste na extragdo das moléculas de
RNA de uma amostra celular, as quais sao clivadas em pontos especificos de sua
sequéncia para, depois de unidas numa tnica fita, serem clonadas com o auxilio de
um vetor. A préxima etapa corresponde ao sequenciamento da fita amplificada, de
maneira que a concentra¢ao de determinado transcrito é avaliada pela frequéncia
na qual a sequéncia caracteristica é identificada (VEUCULESCU et al., 1995).

Desta forma, o SAGE baseia-se na amostragem dependente de sequéncias de
mRNA, que, na verdade, ndo precisam ser conhecidas a priori. Esta é uma de suas
principais vantagens, pois podem ser descobertos genes ou variantes de genes
ainda desconhecidos. Por outro lado, seu custo é relativamente bastante elevado, o
que inviabiliza sua utilizacao em experimentos de larga-escala.

A tecnologia de cDNA microarrays, por sua vez, é baseada no principio de que
dois fragmentos de cDNA (molécula de DNA produzida a partir de um mRNA, e,
portanto, livre de introns) com sequéncias complementares tendem a hibridizar
quando unidas num mesmo experimento (DUGGANS et al., 1999).

A premissa dos experimentos utilizando cDNA microarrays é que as medidas de

luminosidade para cada gene arranjado no substrato representam a concentracdo
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das moléculas de mRNA correspondente. Os padrdes de expressao biologicamente
relevantes sdo identificados por meio da comparacao, gene a gene, entre os niveis
de concentracdo de seu mMRNA nas diferentes condi¢des experimentais
investigadas (MELLO, 2004).

Os experimentos geralmente sdo conduzidos da seguinte forma: inicialmente,
moléculas de cDNA correspondentes aos genes cuja expressdo se deseja analisar
sdao amplificadas por meio da reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction - PCR). Os produtos resultantes sdo purificados e depositados
ordenadamente sobre a superficie de um suporte s6lido com o auxilio de um rob6
de alta precisdo. Este substrato pode ser uma membrana de nylon ou uma ldmina
de vidro quimicamente revestida, que ao final do processo possui milhares de
pontos, cada um contendo concentragdes picomolares de sequéncias de cDNA
(alvo) que irdo hibridizar com o0 mRNA complementar.

Para medir a quantidade relativa dos transcritos correspondentes as duas
condi¢des experimentais, as amostras celulares de mRNA sdo convertidas em
cDNA por meio da transcriptase reversa, e marcadas com fluorocromos Cy3
(verde) e Cy5 (vermelho). No caso dos experimentos cujo suporte é constituido por
membranas de nylon, utiliza-se marcagao radioativa com *P.

Apo6s a marcacdo, estas moléculas de cDNA (denominadas sondas) sdo
depositadas na lamina de modo a criar as condi¢des necessédrias para que o
processo de hibridizagdo aconteca. Passado certo tempo, a lamina é lavada para
retirar as moléculas de cDNA que ndo hibridizaram. A emissao de fluorescéncia é
captada por um scanner de alta resolugdo que utiliza dois comprimentos de onda
diferentes, produzindo uma imagem para cada canal verde e vermelho. Quando se
recorre a marcagao radioativa, um procedimento semelhante identifica a emissao
de radiagao especifica de cada spot.

A figura a seguir representa as principais etapas envolvidas na conducdo de um

experimento tipico com cDNA microarrays.
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Figura 2 — Metodologias de um experimento tipico com cDNA microarrays utilizando: A)
marcacgdo fluorescente com fluorocromos Cy3 (verde) e Cy5 (vermelho) e suporte constituido
por lamina de vidro; B) marcagcdo radioativa com 33P e suporte constituido por membrana de
nylon (adaptado de SAKAMOTO-HOJO et al., 2003).
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1.3 Motivacao

Conforme apresentado anteriormente, a meta-analise realizada por Choi e
colaboradores permitiu a identificacdo das regides cromossémicas que
potencialmente conferem suscetibilidade a AR. Recapitulando, sdo elas: 1p31.1-
p13.3, 2q34-q35, 6q15-g23.2, 6p21.1-q15, 6p22.3-p21.1, 8pter-p22, 12p11.21-ql5,
12p12.1-p11.21, 16p13-q12.2 e 18q12.3-q22.1.

Considerando estas informagdes, é possivel afirmar que do total de 4608
sequéncias alvo depositadas nas ldminas de cDNA microarrays projetadas no
Laboratério de Imunogenética Molecular (cuja confeccdo consta da secdao 2.4 de
Material e Métodos), exatamente 229 estao localizadas em loci de suscetibilidade a
AR.

Ou seja, aproximadamente 5% dos genes representados nesses cDNA
microarrays pode ser encontrado ao longo de alguma das regides cromossémicas
associadas a ocorréncia da AR. De maneira mais detalhada, pode-se afirmar que a
maioria (33%) das 229 sequéncias pertence ao cromossomo 6, que é conhecido por
abrigar a regido MHC de classe II e, consequentemente, os alelos HLA-DRBI, os
quais contribuem com um terco do risco genético a AR de acordo com Deighton e
colegas.

Além disso, 55 destas 229 sequéncias podem ser encontradas no cromossomo 12,
o que lhe atribui uma representatividade de 24% dentre a parcela de genes
localizados em loci de suscetibilidade a AR. Ja o cromossomo 1 fica com a terceira
melhor posicado, representado por 17% das sequéncias em loci de suscetibilidade a

AR. A préxima figura sumariza estas observacdes e acrescenta outros detalhes.
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Tomadas as seguintes consideragoes:

e Contando com aproximadamente 5% do total de sequéncias depositadas na
lamina de cDNA microarrays, os loci de suscetibilidade a AR possuem uma
representatividade suficiente para que se proponha a investigacdo de suas
intera¢des regulatérias com outras regides cromossdmicas;

e Ja existem vérios dados acerca da expressio génica caracteristica de
pacientes com AR, obtidos por meio da utilizagdo dos mesmos cDNA
microarrays durante experimentos realizados pela Dra. Cristina Moraes
Junta em seu trabalho de pés-doutoramento, os quais foram gentilmente
disponibilizados para este projeto;

e Também é possivel ter acesso a um conjunto de ferramentas computacionais
(detalhadas na secdo 2.5.1 Pipeline de Bioinformatica) destinadas a
manipular um grande volume de dados de expressdo génica a fim de
identificar seus padrdes diferenciais e realizar a modelagem de redes de
regulagdo transcricional;

e Apesar de observada uma forte tendéncia de investigacdo sobre redes de
regulacdo transcricional caracteristicas de varias condi¢gdes experimentais,
principalmente de doencas humanas, ainda ndo ha trabalhos divulgados na

literatura cientifica acerca de redes génicas relacionadas com AR;

Considerando ainda a relevancia do tema e a possibilidade de contribuir com
informacoes que ajudem a elucidar as vias de sinalizagdo molecular e regulagao
transcricional da artrite reumatoide, a partir das quais poderia se direcionar o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, inclusive para outras doengcas

autoimunes, puderam-se estabelecer, neste projeto, os seguintes objetivos:
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

% Inferir interagoes regulatorias transcricionais caracteristicas de genes
localizados em loci de suscetibilidade a artrite reumatoide utilizando-se programas
para modelagem de dados de expressio génica obtidos por meio da tecnologia de

cDNA microarrays.

Considerando que os niveis de expressdo génica e, consequentemente, as
interagdes regulatérias poderiam variar de acordo com o nivel de atividade da
doenga, com a presenca de marcadores moleculares tais como o epitopo
compartilhado HLA-DRB1 ou anticorpos contra peptideos citrulinados ciclicos, e
mesmo devido a administracdo medicamentosa, foram definidos os seguintes

objetivos especificos:

1.4.2 Objetivos Especificos

% Inferir uma rede de interacoes regulatorias transcricionais envolvendo
todos os genes localizados em loci de suscetibilidade a atrite reumatoide que sdo
diferencialmente expressos no grupo de pacientes com grande atividade da doenca,
ou seja, demonstrando o pardmetro clinico DAS28 > 5.1;

% Inferir uma rede de interacoes regulatorias transcricionais envolvendo
todos os genes localizados em loci de suscetibilidade a atrite reumatoide que sdo
diferencialmente expressos no grupo de pacientes com o epitopo compartilhado HLA-
DRB1 em dose uinica ou dupla;

% Inferir uma rede de interacoes regulatorias transcricionais envolvendo

todos os genes localizados em loci de suscetibilidade a atrite reumatoide que sio
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diferencialmente expressos no grupo de pacientes apresentando anticorpos contra
peptideos citrulinados ciclicos;

% Inferir uma rede de interagoes regulatorias transcricionais envolvendo
todos os genes localizados em loci de suscetibilidade a atrite reumatoide que sio
diferencialmente expressos no grupo de pacientes tratados com o agente biologico

Infliximabe associado a droga antirreumatica modificadora da doenga Metotrexato.

29



ChMterial ¢ ChMAiodos




Material e Métodos

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Considerag¢oes Iniciais

O trabalho aqui apresentado integra as atividades do programa de Pés-Graduagao
em Genética com énfase em Bioinformaética, oferecido pela Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP). O projeto foi
realizado com a orientacdo do Prof. Dr. Geraldo Aleixo da Silva Passos, chefe do
Laboratério de Imunogenética Molecular, cujas linhas de pesquisa incluem o
estudo da expressdao génica diferencial em doencas autoimunes por meio da
tecnologia de cDNA-microarrays.

E importante ressaltar que neste caso foram utilizados os resultados
provenientes do trabalho de pés-doutoramento desenvolvido pela Dra. Cristina
Moraes Junta sob a supervisao do Prof. Dr. Geraldo A. S. Passos, cujo titulo é:
“Analise da expressdo génica em pacientes com artrite reumatoide do adulto

estratificados o padrao de suscetibilidade genética” (FAPESP 01/09519-1).

2.2 Selecao de Pacientes e Controles

Foram coletadas amostras de sangue de quinze pacientes com artrite reumatoide
provenientes do ambulatério do Servico de Imunologia do Hospital das Clinicas
de Ribeirdo Preto (HC-FMRP), por meio da colaboragdo do Prof. Dr. Eduardo A.
Donadi. Todos os pacientes satisfaziam os critérios estabelecidos pelo American
College of Rheumatology para o diagnostico da AR. Suas caracteristicas e
informagoes clinicas, obtidas a partir dos respectivos prontudrios médicos, sao

apresentadas na sec¢do 3.1 do capitulo de Resultados.
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A elaboracdo do conjunto de controles, por sua vez, envolveu a coleta de
amostras de sangue de onze individuos saudéveis, sem vinculo parentesco,
doadores do banco de transplante de medula 6ssea da Fundacao Hemocentro de
Ribeirdo Preto. As caracteristicas apresentadas pelos individuos controle tornavam

pertinente sua comparagao com o grupo de pacientes.

2.3 Aspectos Eticos

Os aspectos éticos referentes a experimentacdo com seres humanos foram
aprovados junto a Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas de
Ribeirdao Preto (protocolos #8090/2001), e todos os individuos se propuseram a

participar da pesquisa sob consentimento esclarecido.

2.4 Na Bancada

2.4.1 Tipificacao do Alelo HLA-DRB1

As células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells -
PBMC) dos pacientes com AR foram separadas por gradiente de densidade Ficoll-
Hypaque (Sigma, St. Louis - MO, EUA), a partir das quais o DNA foi extraido e
amplificado utilizando-se a reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction - PCR). A tipificacdo do HLA-DRBI foi realizada por meio da hibridizagao
com primers especificos, disponiveis em kits comerciais (One-Lambda, Canoga

Park - CA, EUA).

2.4.2 Deteccao de Anticorpos anti-CCP

A deteccdo de anticorpos IgG anti-CCP2 foi realizada por meio de kits comerciais

ELISA contendo peptideos sintéticos de acordo com as instrucdes do fabricante
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(Quanta Lite anti-CCP2 Inova, San Diego - CA, EUA). As amostras de soro que

apresentavam titulagdo maior que 20U/ml foram consideradas positivas.

2.4.3 Preparacao das Amostras de RNA

Amostras de RNA total das PBMC foram extraidas por meio do reagente Trizol®
(Invitrogen, Carlbad - CA, EUA) seguindo as normas do fabricante. A qualidade e
integridade das amostras foi avaliada por eletroforese em gel de agarose sob
condi¢des padrao, e por andlise Northern-blot utilizando-se sondas de
oligonucleotideos marcados com 32P reconhecendo a fragao 28S do rRNA.

As sondas de cDNA foram preparadas por transcricdo reversa utilizando-se
10pg de RNA total, sendo posteriormente marcadas com fluorocromo Cy3 por
meio do kit de marcacdo CyScribe Post-Labelling (GE Healthcare Life Sciences).

Como referéncia para o procedimento de hibridizacdo, foram wusadas
quantidades equimolares de cDNA obtido a partir do RNA total proveniente de
um pool de quatro tipos distintos de linhagens celulares humanas: astrocitoma
cerebral (U343), ttero (Hela), laringe (HEp-2) e linhagem linfocitica (Jurkat). Esta
estratégia permite estimar a quantidade relativa de cDNA alvo em cada spot do
microarray, além de possibilitar a normalizacdo e a comparacdo entre

experimentos independentes.

2.4.4 Hibridizacao dos cDNA Microarrays

Os microarrays foram construidos utilizando-se 4.608 sequéncias de cDNA
depositadas sobre laminas de vidro revestidas Ultra GAPS (# 40015, Corning®,
New York - NY, EUA) por meio do sistema Generetion III Array Spotter
(Amersham Molecular Dynamics, Sunnyvale - CA, EUA).

As 4.608 sequéncias foram selecionadas a partir de uma biblioteca de cDNA de
cerca de 9.000 clones humanos (expressed sequence tags - ESTs) provenientes do

Consorcio IMAGE (LENNON et al., 1996). A biblioteca foi gentilmente cedida pela
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Dra. Catherine Nguyen, do Centre dImmunologie de Marseille-Luminy
(Marseille, Franga).

A reagdo de hibridizagdo foi realizada num sistema automatizado (ASP,
Amersham Biosciences) por um periodo de 15 horas, do qual se seguiu a aquisicao
das imagens dos microarrays pelo scanner confocal a laser Generation III

(Amersham Biosciences).

2.5 No Computador

2.5.1 Pipeline de Bioinformatica

Partir de imagens em tons de cinza referentes aos experimentos de microarrays e
chegar a imagens representativas de redes génicas regulatorias requer consideravel
transformacdo de dados. Todo o percurso em busca de informagdes bioldgicas
relevantes envolve um grande processamento computacional, que, basicamente,
pode ser estruturado nas seguintes etapas: 1°) quantificacdo das imagens dos
microarrays, 2°) normalizacdo dos dados, 3°) analise estatistica para determinar os
genes diferencialmente expressos e 4°) inferéncia das redes génicas.

A definicdo e organizacdo do conjunto de tarefas que devem ser executadas em
cada etapa do processamento permitem a constru¢do de um pipeline de

Bioinformaética, como o apresentado na figura 4 a seguir.
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Quantificacao das imagens de cDNA microarrays

Alinhamento de grades

Subtragao de background
considerando o desvio-padrao

Filtragem de dados e
eliminagdo de scorecards

Armazenamento dos dados
em texto tabulado

TIGR Spotfinder

v

Normalizagdo dos valores de expressao génica

Transformagao para o

formato MA Normalizagao “intra - ldminas

(Print-tip Lowess)

Normalizagdo “entre 1aminas”
(escalonamento pelo valor de MAD)

Ambiente R

h 4

Andlise estatistica para determinar os genes
diferencialmente expressos (SAM)

Centralizacdo pelo valor

da mediana dos dados Defini¢do da significancia
dos genes diferencialmente
expressos (valor do FDR)

Agrupamento hierdrquico
nao supervisionado de todos
0s genes e amostras

TIGR MultiExperimentViewer

Inferéncia de redes génicas regulatorias

Interpretagao textual das redes resultantes (Mandala)

GeneNetwork

Figura 4 — Pipeline mostrando as tarefas envolvidas no processamento das informagées 35
produzidas pelos experimentos de microarrays.
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2.5.2 Quantificacao das Imagens dos Microarrays

O primeiro passo na anélise dos microarrays refere-se a identificacdo dos niveis de
expressdo génica caracteristicos das condicGes experimentais em questdo. O
procedimento de quantificagdo, portanto, corresponde a atribuicao de valores
numéricos quantitativos da intensidade de fluorescéncia de cada ponto na lamina.

Ele foi realizado com auxilio do software TIGR Spotfinder v. 2.2.3 (SAEED et al.,

2003), disponivel para download na pagina http://www.tm4.org/spotfinder.html.

A quantificacdo envolveu a confeccdo e alinhamento de grades, correcdo do
sinal do background considerando o valor do desvio-padrdo, eliminacdo de
scorecards e filtragem dos dados levando-se em consideracdo a saturacao, formato e
tamanho dos pontos. Deve-se destacar que a quantificacdo foi responsavel por

garantir a qualidade dos dados repassados para as etapas posteriores.

2.5.3 Normalizacao dos Dados

O procedimento de normalizagdo consiste na aplicacdo de métodos desenvolvidos
com o objetivo de corrigir erros sistemdticos inerentes aos experimentos com
cDNA microarrays. Dentre as possiveis fontes de erro dessa tecnologia, estdo:
alteracdo na eficiéncia de deposicdo das agulhas ao longo do array, variacdo na
eficiéncia de incorporagdo por diferentes fluorocromos, variacdo na emissao de
fluorescéncia quando da excitagdo pelo Ilaser do scanner, divergéncia nas
propriedades de escaneamento devido a diferencas no ajuste dos canais, alteracao
na medicdo da intensidade de fluorescéncia em areas distintas do array (talvez
devido a irregularidades na superficie da placa), ou até divergéncia nas condigdes
ambientais do robd em diferentes rodadas de deposicao (SMYTH & SPEED, 2003).
Portanto, a normalizacdo é essencial para extrair medidas confidveis das
intensidades de fluorescéncia e para garantir que as diferencas observadas de fato

reflitam uma expressao génica diferencial e ndo um artefato experimental (YANG

& THORNE, 2003).
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O processo de normalizacdo foi realizado por meio do ambiente R, que consiste
numa linguagem de programacdo e também um ambiente integrado para a

realizagdo de célculos estatisticos e a producdo de graficos (IHAKA &

GENTLEMAN, 1996). Disponibilizado no endereco http://cran.r-project.org/, o

software R prové um ambiente destinado a execugdo de um amplo conjunto de
funcdes estatisticas, sendo flexivel para suportar pacotes de fungdes desenvolvidos
para aplicacdes especificas, como o Bioconductor (GENTLEMAN, 2004) para tratar
dados gendmicos e o AROMA (BENGTSSON, 2004) para andlise de dados de
microarrays.

Os métodos de normalizagdao utilizados neste projeto foram o Print-tip Lowess
(Lowess por agulhas) e o reescalonamento dos valores M pelo valor de MAD
(Median Absolute Deviation), ambos contidos no pacote AROMA.

A correcao Lowess (Locally Weigthed Non-Linear Regression) é aplicada para a
deteccdo de desvios sistemdticos do plot R-I, corrigindo-os por uma série de
regressoes locais em varias janelas de dados que se sobrepdem ao longo do array,
juntando em seguida essas regressdes de modo a formar uma curva suave.

A regressao Lowess é um teste avangado, sendo geralmente realizado em quatro
passos: a) calculo do log da intensidade média e do log da razdo para cada
elemento; b) producado do gréafico MA; c) aplicagdo da regressdao Lowess aos dados e
d) calculo do log da razdo normalizada para cada elemento, sendo que este é obtido
pela subtracdo do valor de correcdo (calculado para cada elemento) do valor da
razdo em log do valor original.

A regressao Print-tip Lowess é muito similar ao método acima descrito, com a
diferenca de nao ser aplicada ao array como um todo, e sim em cada grid do array
separadamente. A normalizacdo “intra-slides” é muito atil quando existem erros
introduzidos por diferentes agulhas de deposicdao do robd (erros espaciais), bem
como quando os dados provenientes de diferentes fluorocromos possuem

caracteristicas diferentes ao serem depositadas por agulhas diferentes (STEKEL,
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2003). A figura 5 mostra o efeito da normalizagdo Print-tip Lowess sobre o grafico

MA.

logaiFy Gy
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Figura 5 — Grafico MA dos dados provenientes de uma tnica lamina. As linhas coloridas
sdo linhas de tendéncia da expressao de spots depositados por cada uma das agulhas
do rob6. A: Griafico MA dos dados antes dos procedimentos de filtragem e
normalizacdo. B: Grafico MA apods o processo de normalizagdo Print tip Lowess, no qual
erros espaciais inseridos pela diferenga na deposi¢ao do produto de PCR realizada por
cada agulha sdo corrigidos (adaptado de MELLO, 2004).

Uma vez corrigidas as possiveis fontes de erro dentro de um mesmo array,
ainda é necessario aplicar métodos de normalizacdo que tornem diferentes
. s . . . ~ “ . ” . .
experimentos comparaveis entre si. A normalizagdo “entre slides” foi realizada
pelo método de escalonamento, visando reescalonar os valores (M) dos varios
microarrays de maneira que apresentem o mesmo desvio absoluto da mediana
(Median Absolut Deviation - MAD) (MELLO, 2004). A figura 6 a seguir ilustra por

meio de um box-plot os efeitos deste tipo de normalizagao.
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Figura 6 — Grafico box-plot por lamina. A: dados ndao normalizados, demonstrando a
variabilidade dos dados nas diferentes laminas. B: Apds a normalizacao por meio do
reescalonamento pelo MAD, esta distribuicdo torna-se homogénea, permitindo a
comparacao dos dados provenientes das diferentes laminas (adaptado de MELLO, 2004).

Para os propositos deste projeto, os dados normalizados ainda passaram por
um filtro Cutoff com valor de 0.9, de modo a desconsiderar os genes cujos valores
de expressdo eram nulos em mais de 10% das amostras. Além disso, foram

centrados com relacdo a mediana dos genes e das amostras.

2.5.4 Analise Estatistica

O procedimento de andlise estatistica desempenha um papel fundamental na
descoberta de informacdes bioldgicas relevantes resultantes da experimentagao
com cDNA microarrays, j4 que é responsavel, dentre outras tarefas, pela
identificagdo do conjunto de genes diferencialmente expressos nas situagdes
investigadas.

A analise estatistica foi realizada por meio do software TIGR MultiExperiment

Viewer - Mev v. 3.1, (SAEED et al., 2003), que pode ser obtido gratuitamente na
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pagina http://www.tm4.org/mev.html. Este aplicativo Java, desenvolvido com o

objetivo de favorecer o processo de data mining de experimentos de microarrays,
retiine um conjunto de ferramentas para:

e Visualizar e ajustar os dados normalizados;

e Agrupar genes e amostras de acordo com a similaridade dos perfis de
expressdo génica, como por exemplo: Hierarchical Clustering - HCL, Tree-
EASE, Support Trees;

e Realizar testes estatisticos para determinar os genes diferencialmente
expressos, como: Significance Analysis of Microarrays - SAM, Analysis of
Variance - ANOVA, Two-factor ANOVA - TFA, T-tests - TTEST;

e Aplicar técnicas de classificagdo e aprendizado de maquina: Support Vector
Machines - SVM, K-Nearst-Neighbor Classification - KNNC, Discriminant
Analysis Module - DAM;

A ferramenta escolhida para realizar o procedimento de anélise estatistica foi o
SAM (TUSHER et al., 2001), devido ao seu desempenho reconhecido em vérios
estudos comparativos e por ser o exemplo tipico de uma classe de técnicas
abrangendo conceitos similares (THOMAS et al., 2001, STOREY & TIBSHIRANI,
2003). Na verdade, o SAM possui uma abordagem matematica similar aquela
adotada pelo Test-T: ele avalia cada gene levando em consideragao a variagdo no
seu nivel de expressdo com relacdo ao desvio-padrdo de repetidas observagoes (a
ideia basica do Test-T consiste em calcular a diferenca entre médias, que entdo é
dividida por uma estimativa do desvio-padrao).

Uma importante caracteristica do SAM diz respeito ao calculo do chamado False
Discovery Rate (FDR), que fornece a proporcdo de genes erroneamente identificados
como diferencialmente expressos. Esta estimativa é obtida por meio dos seguintes
passos:

1. E fixado um valor limite para considerar os genes como diferencialmente

EXPressos,
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2. O ntmero de genes tidos como sendo diferencialmente expressos é

assinalado em cada permutacao (falso-positivos);

3. Calcula-se o nimero mediano de falso-positivos ao longo de todas as

permutacgoes;

4. O FDR corresponde ao namero de falso-positivos dividido pelo niimero de

genes nos dados originais (adaptado de DRAGHICI, 2003).

Em todas as andlises, foi considerado um FDR menor que 1%, o que confere aos
resultados uma confianca estatistica maior que 99%. Além disso, os genes
selecionados ndo passaram por nenhum tipo de selecao baseada no valor do fold-
change.

Finalmente, os resultados do teste estatistico sdo apresentados sob a forma de
uma matriz colorida conhecida como heat map, no qual as linhas correspondem aos
genes e as colunas indicam as amostras. Ele possui diferentes gradacdes de cores
que evidenciam os niveis de expressdo génica ao longo de todas as amostras:
normalmente, tons de vermelho indicam inducdo, tons de verde denotam
repressao e tons de preto demonstram auséncia de modulagao.

O heat map também apresenta dendrogramas (dendro = arvore) nos quais fica
evidente a disposicio de genes e amostras de acordo com seus perfis de
similaridade. A técnica utilizada para a criacdo destes dendrogramas foi o
chamado Agrupamento Hierdrquico. Além disso, a métrica de distancia
empregada denomina-se correlacdo de Pearson, que é explicada por meio do
seguinte exemplo:

Dados dois vetores com dimensdo n, x = (x1, X2,...,Xn) € ¥ = (Y1,y2,...,¥n), Sua

distancia calculada pela correlagao de Pearson corresponde a:

dr (Xy)=1- Iy (2.1

no qual rxy é o coeficiente de correlagdo de Pearson dos vetores x e y:
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S (X -X)(y-Y)
My = 2.2)
ff D0 3 -y

Agora, considere cinco situagdes experimentais nos quais o gene g1 possui niveis
de expressdao iguais a 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente. Este gene pode ser
representado como g1 = (1,2,3,4,5). Considere ainda dois outros genes cujos niveis
de expressao correspondem a g» = (100,200,300,400,500) e g5 = (5,4,3,2,1).

Aplicando estes valores nas equacdes acima, conclui-se que g1 e g» possuem
maxima correlagdo, pois a distancia entre (1,2,3,4,5) e (100,200,300,400,500) é
dr(gl,g2) =1 -r =1 -1 = 0. Por outro lado, g1 e gs sdo inversamente
correlacionados, ja que a distancia entre (1,2,3,4,5) e (5,4,3,2,1) é dr(g1,g3) =1 - (-1)
= 2. Assim, g1 estaria mais préximo de g> e mais distante de g3 na construcdo do
cluster (adaptado de DRAGHICI, 2003).

A correlagdo de Pearson, portanto, estabelece que duas variaveis sejam
proximas caso variem de maneira semelhante, independentemente da magnitude
de seus valores. Esta propriedade é de particular importancia no caso dos
experimentos com microarrays, uma vez que genes com perfis de expressao
parecidos sdo reunidos num mesmo grupo, fornecendo indicios para esclarecer sua

funcao ou tipo de regulagao.

2.5.5 Inferéncia das Redes Génicas

Dentre os algoritmos propostos na literatura para a inferéncia de redes génicas
regulatorias, existem aqueles que se baseiam na chamada l6gica Booleana, como o
programa REVEAL (LIANG et al., 1998); os que exploram conceitos da Teoria da
Informagdo, como o ARACNE (BASSO et al., 2005, MARGOLIN et al., 2006);

aqueles que consideram equacdes diferenciais ordinarias, como os programas NIR,
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NMI e TSNI (GARDNER et al., 2003; DI BERNARDO et al., 2005; BANSAL et al.,
2006); e também os que solucionam o problema de inferéncia por meio de redes
Bayesianas, como o Banjo (YU et al., 2004). A estratégia de cada um desses
algoritmos é apresentada a seguir.

A logica Booleana proporciona a forma mais simples e computacionalmente
efetiva de modelagem das redes génicas regulatérias (KAUFFMAN, 1993). Sua
aplicacdo é fundamentada nas seguintes suposi¢des (SOMOGYI & SNIEGOSKI,
1996): o estado de cada gene é caracterizado como 1 (ON) ou 0 (OFF); o controle
regulatério da expressao génica pode ser determinado por regras da légica
Booleana, tais como “OR”, “AND”, “NOT” e “EXOR”; e todos os genes sado
atualizados sincronicamente com relagdo ao seu estado (ON ou OFF) de acordo
com a condicdo anterior do sistema.

Como mencionado anteriormente, o programa REVEAL utiliza o método
Booleano para realizar a engenharia-reversa das redes génicas. Porém, Peters
Spirtes e colaboradores (SPIRTES et al., 2000) advertem sobre sua inadequacao,
pois o sistema como descrito ndo é robusto na ocorréncia do fendémeno de
agregacdo, e omitiu fatores como erros de medigdo, células ndo sincronizadas, ou
autorregulacdo génica. Portanto, decidiu-se por ndo empregar o REVEAL nas
analises deste projeto.

A inferéncia de redes génicas a partir da Teoria da Informacdo, por sua vez,
vale-se do conceito de Informacao Mutua (Mutual Information - MI), funcdo que
mede o grau de dependéncia estatistica entre os niveis de expressdao génica. A
variavel MI é calculada para cada par de genes, e tal interacdo recebe um valor
normalizado dentro do intervalo [0;1], de maneira que MIj; torna-se zero caso os
genes i e j sejam estatisticamente independentes. Por outro lado, MI=1 indica
fortemente que essa interagdo ndo ¢é aleatéria.

E importante observar que essa abordagem nao permite estabelecer uma relacao
de causalidade as interagdes, mas apenas probabilidades condicionais entre os

genes. Além disso, pode ser demonstrado que MI é simétrico, ou seja, MI;; = Mlj;, e
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P

por isso ndo é possivel identificar qual a varidvel efetora da interagdo. A rede
resultante acaba sendo apresentada como um grafo ndo direcionado (no qual a
interacdo fica evidenciada por uma linha), justificando a inadequacdo do software
ARACNE para o tipo de anélise proposto neste projeto.

Outra estratégia de inferéncia toma como premissa que a concentracdo de um
produto génico é influenciada pela expressdo dos demais genes e por componentes
externos que perturbem o sistema. Trata-se, portanto, de uma abordagem
deterministica, no qual o comportamento de cada gene pode ser estimado por uma
equacao diferencial ordinéria.

Neste caso, o desafio consiste em definir o conjunto de parametros que
compdem a fungdo. No modelo diferencial linear, por exemplo, ela é definida como
uma simples soma ponderada das concentracdes de produtos génicos. Outros
modelos mais complexos, como o chamado S-System (SAVAGEAU, 1969ab, 1976;
VOIT, 1991, 2000; TORRES & VOIT, 2003), levam em consideragao as taxas com
que esses produtos sao produzidos e degradados.

As equacOes diferenciais ordindrias sdao capazes de extrair relagdes de
causalidade entre os genes, sendo que as interagdes agora ficam evidenciadas por
setas positivas ou negativas, indicando atividades de indugdo e repressao,
respectivamente. Outra vantagem é que uma vez conhecidos os seus parametros, a
funcdo pode ser utilizada para prever o comportamento do sistema biol6gico em
diferentes condicoes.

Implementadas pelos algoritmos do NIR (Network Identification by Multiple
Regression), MNI (Microarray Network Identification) e TSNI (Time-series Network
Identification), as equagdes diferenciais ordindrias sao tteis para identificar os genes
alvos que interagem diretamente com um composto de interesse, situacdo bastante
comum no processo de descoberta de novas drogas por exemplo. No entanto,
como a estratégia de inferir redes génicas a partir de estimulos externos ao sistema

foge do escopo deste projeto, aqueles softwares ndo puderam ser utilizados.
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Por fim, o problema de inferéncia de redes génicas também pode ser
solucionado por meio do formalismo matematico das redes Bayesianas.
Conceitualmente, elas consistem num modelo baseado em grafos para a chamada
distribuicdo de probabilidades de ligacdo (ou unido), que define as propriedades
de dependéncia condicional entre varidveis aleatdrias, neste caso os niveis de
expressao geénica.

Uma rede Bayesiana é constituida por dois componentes: o primeiro é um grafo
direcionado denominado G, no qual os vértices (ou nodos) representam as
variaveis aleatOrias e as setas entre eles indicam suas interacdes, entendidas no
presente contexto como atividade de regulacdo. O segundo componente, [J,
corresponde aos pardmetros da funcdo que define a distribuicdo de probabilidades
de ligacdo de cada variavel.

Assim, a topologia do grafo G (forma de organizagdo estrutural dos vértices e
suas ligacOes) fornece as suposicdes de dependéncia condicional que permitem
estabelecer os pardmetros da distribuicao de ligacdo, geralmente representada pela
seguinte funcdo:

n

P(X) =11 P(Xi [P(@)) (2.3)
no qual a; denota os vértices que regulam X;.

A estratégia de engenharia reversa de uma rede génica regulatéria pelo método
Bayesiano consiste em encontrar o grafo G que melhor descreve o conjunto de
dados de expressdo. Esta tarefa é alcancada por meio de uma funcdo de pontuacao,
responsavel por avaliar as possiveis topologias para o grafo G e eleger a estrutura

que maximiza tal pontuagao. Normalmente, essa fungao tem a seguir:

Pontuacao(G : D) =log P(G | D) (2.4)
=log P(D | G) + log P(G) + C
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no qual P(G | D) é a probabilidade de ocorréncia da topologia G dado o conjunto

de dados de expressao D, e

P(D|G)=[P(D|G,0) PO |G)dO (2.5)

refere-se a chamada probabilidade marginal, que calcula a probabilidade de
ocorréncia do conjunto de dados D com relagdo a todos os parametros designados
pelo grafo G.

Na realidade, o que a fungdo de pontuagdo acaba fazendo é averiguar se o
conjunto de dados de expressdao génica pode ser explicado de maneira plausivel a
partir de determinada estrutura dentre as varias possiveis para o grafo G.

Dentre as vantagens de utilizar os conceitos matematicos das redes Bayesianas
para a modelagem de redes génicas regulatérias, é possivel enumerar as seguintes:
1) existem varios algoritmos bem definidos para implementar os fundamentos
estatisticos das redes Bayesianas a partir de dados experimentais, e que tém
alcancado sucesso em diferentes aplicacOes; 2) esta metodologia é especialmente
indicada para descrever dominios esparsos, devido a sua habilidade de
aprendizagem de processos estocasticos complexos a partir de observagdes
incompletas ou ruidosas; 3) as redes Bayesianas tornam possivel reproduzir
explicitamente os processos pelos quais os dados foram obtidos; 4) elas sdo capazes
de apresentar uma hipoétese estatistica com base no grafo de relacdes causais entre
os niveis de expressdo génica.

Um dos softwares que utilizam as redes Bayesianas é o chamado Banjo, capaz
de inferir redes génicas partindo tanto de dados de expressdao temporais (time-
series) quanto de uma dunica condicdo experimental (steady-state). Os testes
realizados por Di Bernardo e colaboradores, no entanto, demonstram que o Banjo
ndo possui um desempenho adequado aos propésitos deste projeto.

Aqueles autores produziram dados de expressdo in silico juntamente com as

devidas redes regulatérias, o que resultou num conjunto de vinte grafos contendo
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10, 100 e 1000 genes com uma variacdo média no nivel de expressdo de 2, 10 e 100,
respectivamente. As redes construidas englobavam dados de expressao steady-state
com perturbagio global (todos os genes da rede eram perturbados
simultaneamente em cada experimento) e perturbacdo local (um tnico gene era
perturbado em cada experimento); bem como dados de expressao temporais.

Os modelos inferidos pelo algoritmo do Banjo utilizando-se os mesmos dados
de expressdo génica foram entdo comparados com as redes originais. Os resultados
obtidos foram os seguintes: considerando o conjunto de dados steady-state com
perturbacdo global e local, o Banjo apresentou uma baixa precisdo com relacdo as
redes de 10 genes, mas alcancou uma precisdo muito alta com as redes de 100
genes, embora caracterizada por uma sensibilidade muito baixa.

Ja considerando os dados de expressdo temporais, houve a necessidade de um
ndmero muito maior de experimentos (pontos de tempo) comparado com o
namero de genes. Além disso, o algoritmo do Banjo ndo obteve éxito ao manipular
o conjunto de dados contendo 1000 genes, devido as limitacdes de memoria do
programa. Tendo em vista que os experimentos analisados neste projeto
normalmente ultrapassam o ntmero de 1.500 genes, concluiu-se sobre a
inviabilidade de utilizagdo do software Banjo.

Outro software que abrange o formalismo das redes Bayesianas é o chamado
GeneNetwork (WU et al., 2004), que, diferentemente do Banjo, possui recursos para
manipular aproximadamente 2000 genes. Devido a esta vantagem, dentre outras
importantes caracteristicas (apresentadas na préxima secdo), o programa
GeneNetwork foi eleito o responsavel por inferir as redes génicas regulatorias

deste projeto.

2.5.6 Funcionamento do GeneNetwork
Escrito em linguagem C++, a tltima versao do software pode ser encontrada no

sitio http://genenetwork.sbl.bc.sinica.edu.tw/Download/download.html.
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Inicialmente, os dados de expressao génica devem ser fornecidos sob a forma de
uma planilha, na qual as linhas indicam os genes analisados, as trés primeiras
colunas contém informacdes sobre esses genes (nome, identificacdo do clone e
descricdo sumadria, respectivamente), e as colunas restantes representam as
situagdes experimentais investigadas.

De acordo com D'Haeseleer (D’"HAESELEER, 2000), existe um problema comum
a todas as técnicas de inferéncia, conhecido como Maldicdo da Dimensionalidade:
o tamanho (ou complexidade) do espago de busca aumenta exponencialmente com
o numero de varidveis do modelo matematico. No caso especifico das redes
génicas, quanto maior o nimero de genes, maior a quantidade de situagdes
experimentais necessarias para se obter um modelo plausivel de interagdes
regulatorias.

A tabela a seguir, desenvolvida por aquele autor, estabelece o ntmero de
situagdes experimentais exigidas para a engenharia-reversa de uma rede com N

genes:

Tabela 2: Numero de situagbes experimentais necessarias para inferir uma rede regulatoria
com N genes. Conectividade total significa que cada gene pode interagir com todos os
outros genes; K corresponde ao numero maximo de interagdes que podem ser realizadas
por um gene; aditivo e linearmente separavel indicam que a regulagdo pode ser calculada
por uma soma ponderada; na correlagdo aos pares, o nivel de significincia atribuido as
dependéncias estatisticas entre os genes deve ser inversamente proporcional ao nliimero de
variaveis.

Modelo Numero de Situagdes Experimentais
Booleano, conectividade total 2N

Booleano, K conexdes 2% (K + log(N))

Booleano, K conexdes (linearmente separavel) K log(N/K)

Continuo, conectividade total, aditivo N+1

Continuo, K conexdes, aditivo K log(N/K)

Correlacdo aos pares log(N)
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Entretanto, o alto custo imposto pelos experimentos com cDNA microarrays, e a
propria onerosidade temporal em sucedé-los, acabam por inviabilizar o
cumprimento das exigéncias por quantidades suficientes de condi¢des amostrais.

O programa GeneNetwork tenta contornar esta dificuldade propondo a
interpolacao dos dados de expressao génica disponiveis. Por meio das técnicas de
Interpolacdo Linear, Interpolacdo Polinomial Lagrange (CONSTANTINIDES &
MOSTOUFI, 1999) ou Interpolacao Cubica Spline (CONSTANTINIDES &
MOSTOUFI, 1999), é possivel aumentar a quantidade dos dados de situagdes
experimentais, adequando-os, portanto, para o processo de inferéncia. Neste caso,
foi utilizada a Interpolagado Linear.

Outro poderoso recurso deste software é o emprego de um algoritmo genético
com o objetivo de aperfeicoar a busca pelo grafo G que maximiza a funcdo de
pontuagdo. Os Algoritmos Genéticos, originalmente sugeridos por Alex Fraser
(FRASER, 1957; FRASER & BURNELL, 1970) e aprimorados por John Holland
(HOLLAND, 1975), correspondem a uma classe particular de Algoritmos
Evolucionérios, assim denominados por abordarem conceitos como
hereditariedade, mutacdo e selecao (computacao bioinspirada).

A codificagdo do algoritmo genético e os pardmetros estabelecidos de acordo
com 0s propositos deste projeto sdo apresentados a seguir:

e (Cada topologia possivel para o grafo G representava um individuo, ou seja,
a forma como as interacdes génicas estdo dispostas no grafo correspondia a
um fenétipo;

e Foi estabelecida uma populacdo inicial de 200 individuos. Assim, foram
produzidas aleatoriamente 200 topologias a partir das quais foi feita a
escolha do grafo G;

e A taxa de mutacdo determinada empiricamente foi de 0,02. Dado o tamanho
inicial da populacdo, a cada geragdo quatro cromossomos aleatérios foram
modificados, ou seja, quatro grafos sofreram alteragdes na forma como suas

conexdes estavam organizadas;
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e Todas as topologias eram pontuadas obedecendo ao critério de quao melhor
elas representavam as interagdes regulatoérias de acordo com os dados de
expressao génica. Os grafos melhor pontuados (ou “mais plausiveis”) eram
entdo selecionados pela funcao de avaliagdo para a proxima geracgao;

e Foi estabelecido que a fungdo de avaliacdo elegesse o grafo G com maior
pontuacdo ap6s 2000 geragdes terem sido transcorridas.

Como tradicionalmente é feito pelos algoritmos genéticos, a solugdo encontrada

é disponibilizada sob a forma de uma cadeia de caracteres binarios. Mais
especificamente, o programa GeneNetwork apresenta o grafo G escolhido sob a
forma de uma matriz regulatéria RM (quadrada, NxN, sendo N o namero de genes
participantes da rede), na qual RM[i][j] = 1 indica que o gene da linha i modula o
gene da coluna j. Em contrapartida, RM[i][j] = 0 assinala que ndo existe interagao
entre aqueles genes.

Além disso, o software oferece algumas funcdes graficas que possibilitam a
visualizacdo e manipulacdo do grafo resultante. Este recurso é particularmente ttil
quando se obtém uma rede com algumas dezenas de genes. No entanto, grafos
mais complexos, compostos por centenas de genes e milhares de conexdes (em
questdo neste trabalho), constituem um tipo de representacdo bioldégica que

inviabiliza a interpretacdo puramente visual por parte do usudrio.

2.5.7 Interpretacao Textual das Redes Génicas

Sem o auxilio de alguma ferramenta computacional que favoreca a andlise das
redes geénicas, a busca por informacdes relevantes acerca das interacdes
regulatérias caracteristicas da situacdo investigada torna-se definitivamente
impraticavel. Este obstdculo motivou o desenvolvimento de um algoritmo capaz
de representar os grafos num formato textual, de modo a facilitar sua
interpretacdo. A solugdo encontrada culminou com a criacdo do programa

intitulado Mandala, que sera apresentado na se¢do 4.4 do capitulo de Resultados.
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Delineamento Experimental

3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste projeto pode ser estruturado de acordo com as

seguintes etapas:

1. Simular o perfil de expressio génica caracteristico de um individuo
saudavel da populacdo, obtido a partir dos dados normalizados de todas as
amostras controle. Para cada gene na lamina de microarrays, considerou-se
a mediana dos valores correspondentes ao seu nivel de expressao ao longo
dos onze integrantes do grupo controle, produzindo, assim, uma espécie de

“controle virtual” tnico. Veja a ilustragdo abaixo:

Contr.1 | Contr.2 | Contr.3 | Contr.4 | Contr.5 | Contr.6 | Contr.7 | Contr.8 | Contr.9 | Contr.10 | Contr. 11 C\C/)Igifgtl;
V| genel 3 1,5 5 5 7 7,5 3,5 9 2,5 4 6 4
“lenc2| 8 [ 25 | 6 | 65 | 2 1 | 95 | 7 10 3 5,5 5,5
g gene3 1 3 10 8,5 2 7 5 6,5 4 2,5 10 5
E | gened 9 7,5 3 1,5 6 8,5 0,5 2 5 1 2,5 3
S
E =
X
P
R
E gene )
S|t | 7 12 5 3 3 2,5 8 95 | 10 4 9 7
ol feos | 2 3,5 1 7 9 65 | 85 3 10 | 11,5 8 6,5

2. Descobrir quais sdo os genes diferencialmente expressos em cada paciente
com AR, que podem ser identificados, durante a anédlise estatistica, ao se
contrastar os niveis de expressdo encontrados no paciente e no controle

virtual. Confira a ilustragao na sequéncia:
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. . enes diferencialmente
Paciente 1 versus Controle Virtual !
expressos do paciente

Genes diferencialmente

Paciente 2 versus Controle Virtual :
expressos do paciente 2

Genes diferencialmente

Paciente 3 versus Controle Virtual '
expressos do paciente 3

Genes diferencialmente
expressos do paciente 15

Paciente 15 versus Controle Virtual ﬂI:Il::}

3. Conhecidos os genes com expressao diferencial em cada paciente com AR,
optou-se por substituir seu valor numérico resultante pelo respectivo valor
de expressao normalizado. Este procedimento é necessdrio porque os
métodos estatisticos acabam por alterar os valores dos niveis de expressao

génica do paciente em decorréncia de sua comparacdo com o controle

virtual.

4. Proceder com a inferéncia de quinze redes de regulagdo transcricional, uma
para cada paciente com AR. Para isso, o software responsavel pela
modelagem das redes foi alimentado com diferentes planilhas, que
continham, nesta ordem, os dados normalizados de expressdao génica do
controle virtual e do paciente em questao. Observe a ilustracdo na proxima

pagina.
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Dados normalizados
de expressdo génica
do paciente N

+ Software

Dados normalizados GeneNetwork

de expressdo génica
do Controle Virtual

Rede de regulagdo transcricional
do paciente N

5. Agrupar os pacientes com AR de acordo com os pardmetros clinicos e
moleculares, bem como com o tipo de medicacdo administrada a cada um.
Foram propostas quatro grupos de interesse, a saber:

a. Conjunto de pacientes cujo parametro DAS28 possui valor maior que
5.1, ou seja, aqueles apresentando doenca muito ativa;

b. Grupo dos pacientes com autoanticorpos contra peptideos
citrulinados ciclicos (anti-CCP), os quais sdo averiguados durante o
diagnostico clinico devido ao seu reconhecido valor preditivo;

c. Grupo dos pacientes demonstrando o epitopo compartilhado (SE) em
dose tnica ou dupla, haja vista sua importdncia para a
suscetibilidade a artrite reumatoide;

d. Grupo de pacientes tratados com agentes bioldgicos bloqueadores do
fator de necrose tumoral (TNF-a), neste caso o Infliximabe, em
combinagdo com Metotrexato (MTX) mais prednisona. Enquanto a
primeira consiste numa droga modificadora da atividade da doenca

reumatica (DMARD), a segunda é basicamente sintomatica;
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6. Para cada grupo, comparar todas as redes génicas caracteristicas dos
pacientes nele reunidos, de maneira a identificar suas interacdes
regulatérias comuns e estabelecer, assim, uma rede de regulacdo

transcricional que represente a variavel em questdao. Por exemplo:

Identificagdo das
interagbes
comuns a todas
as redes génicas

Rede Paciente 4

gene Y gene X

Rede Paciente 8

Rede Paciente 14

Grupo DAS28 >5.1,
reunindo os pacientes
com doenca muito ativa

gene Z

Rede de regulacgdo transcricional
caracteristica do grupo DAS28 > 5.1
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizac¢ao dos Pacientes com AR

Por meio do acesso aos registros dos prontuarios médicos, foi possivel determinar
que os pacientes com AR (n=15) apresentavam as seguintes caracteristicas:
quatorze eram do sexo feminino, com faixa etaria variando de 32 a 72 anos (média
de 50,6 anos) e etnicamente subdivididos em doze caucasianos e trés negroides.
Sete individuos eram fumantes.

Com relagdo aos parametros clinicos, nove pacientes possuiam indice DAS28
maior que 5.1, exibindo, portanto, doenca muito ativa; quatro possuiam indice
DAS28 entre 3.2 e 5.1, demonstrando doenga moderadamente ativa; e apenas dois
enquadravam-se no indice DAS28 menor que 3.2, o qual indica doenca pouco
ativa. Além disso, cinco individuos apresentavam manifestacdes extra-articulares.

Ja com relacdo a administragdo medicamentosa, todos os pacientes utilizavam o
DMARD Metotrexato, além de pequenas doses de Prednisona (menos que
10mg/dia). Cinco deles também faziam uso de medicacdo com acdo bloqueadora
de TNF (Infliximabe, 3-5mg/Kg/dose) associada ao MTX.

Os procedimentos de tipificacdo do alelo HLA-DRB1 e deteccdo de anticorpos
anti-CCP, detalhados na segao 2.4, permitiram distinguir os seguintes parametros
moleculares: seis pacientes com AR possuiam o epitopo compartilhado em dubla
dose (SE/SE), quatro o possuiam em dose tinica (SE/X) e cinco ndo apresentavam
epitopo compartilhado (X/X). Por fim, nove pacientes eram reagentes para
anticorpos anti-CCP.

De acordo com o delineamento experimental descrito no terceiro capitulo,
podem ser estabelecidos entdo quatro conjuntos de pacientes obedecendo aos

critérios clinicos e moleculares de interesse: 1) o grupo DAS28 > 5.1 retine nove
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individuos com doenca muito ativa; 2) o grupo DMARDs + anti-TNF distingue
cinco pacientes que, além de MTX e Prednisona, recebiam terapia a base do agente
biolégico Infliximabe; 3) dez individuos que apresentavam epitopo compartilhado
em dupla dose ou dose tinica compdem o grupo HLA-DRBI1 SE; 4) j4 o grupo anti-
CCP inclui os nove pacientes reagentes aquele anticorpo.

Conforme explicado anteriormente, cada grupo detém uma rede de interagdes
génicas distinta, originada a partir da identificacdo das interacdes regulatdrias
comuns as redes génicas proprias dos pacientes nele reunidos. Para isso, foi
necessario primeiro determinar o conjunto de genes diferencialmente expressos

caracteristico de cada paciente com AR, o que serd discutido a seguir.

4.2 Determinacao dos Genes Diferencialmente Expressos

De acordo com os procedimentos definidos no pipeline de Bioinformética (segdo
2.5.1), a quantificacdo das imagens dos microarrays e a normalizacdo dos dados de
expressdo génica foram realizadas com sucesso.

A partir dos dados normalizados de todas as amostras de individuos normais,
foi criado um controle “virtual” que simulasse o perfil de expressdo génica
encontrado num individuo saudavel da populacdo. Para cada gene da lamina,
considerou-se seu valor de expressio mediano ao longo das onze amostras
pertencentes ao grupo controle.

Além disso, a aplicacdo de um filtro Cutoff permitiu selecionar um conjunto de
3.876 genes cujos niveis de expressdo tinham valores validos em pelo menos 90%
daquelas amostras, o que representa mais de 84% do total de 4.608 sequéncias
depositadas na ldmina de microarrays.

Durante o procedimento de analise estatistica, realizado por meio da ferramenta
Significance Analysis of Microarrays - SAM, este conjunto seleto de genes serviu

como referéncia Unica para se chegar aos genes diferencialmente expressos

58



Resultados

caracteristicos de cada paciente com AR, cujos nimeros, em ordem crescente, sdo

apresentados na tabela a seguir:

Tabela 3: Numero de genes identificados
durante a andlise estatistica como sendo
diferencialmente expressos para cada um
dos pacientes com AR.

Numero de genes
Paciente # diferencialmente
expressos

1 634
2 714
3 831
4 894
5 934
6 1017
7 1585
8 1594
9 1595
10 1607
11 1608
12 1621
13 1647
14 1670
15 1685

Retomando os quatro grupos definidos na secao anterior (DAS28 > 5.1,
DMARD:s + anti-TNF, HLA-DRBI SE e anti-CCP), dados os pacientes que integram
cada grupo e conhecendo-se quais genes sao diferencialmente expressos em cada
paciente, é possivel afirmar que:

1) O grupo DAS28 > 5.1 retine um pool de 3493 genes distintos (ou seja, sem

repetigdes) identificados como diferencialmente expressos no conjunto dos

nove pacientes que o compdem;
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2) O grupo DMARDs + anti-TNF contém um pool de 3134 genes distintos
reconhecidos como diferencialmente expressos na totalidade de seus cinco
pacientes;

3) Um pool de 3675 genes distintos é encontrado no grupo HLA-DRBI1 SE,
resultado da selecdo dos genes diferencialmente expressos caracteristicos de
seus dez pacientes;

4) O grupo anti-CCP possui um pool de 3645 genes distintos e diferencialmente
expressos nos nove pacientes nele organizados;

5) 2.841 é o numero de genes diferencialmente expressos identificados quando
da interseccdo desses quatro grupos, ou seja, sdo genes que podem ser
encontrados em qualquer um dos grupos;

6) Vinte e um genes diferencialmente expressos sdo exclusivos de pacientes
com doenca muito ativa (DAS28 > 5.1);

7) Quinze genes diferencialmente expressos sdo reconhecidos como
pertencentes apenas ao grupo DMARDs + anti-TNF;

8) Os pacientes com dupla dose ou dose tnica do epitopo compartilhado
HLA-DRB1 ndo apresentam nenhum gene diferencialmente expresso em
particular quando comparados aos integrantes dos outros grupos;

9) Setenta e um genes diferencialmente expressos sao exclusivos dos pacientes
reunidos no grupo anti-CCP;

Todas as informacdes acima estdo sumarizadas na figura 7 a seguir, que

representa um diagrama de Venn formado pelos conjuntos DAS28 > 5.1, DMARDs
+ anti-TNF, HLA-DRBI SE e anti-CCP, de modo a organizar a quantidade de genes

diferencialmente expressos exclusivos e comuns aos varios grupos.
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DMARDs + antiTNF //\\//\\ DAS28 > 5.0
/" \\

Figura 7 — Diagrama de Venn demonstrando o nimero dos genes diferencialmente
expressos que sdo exclusivos e o daqueles compartilhados entre os pacientes
reunidos nos seguintes grupos: DAS28 > 5.1 (N=9), DMARDs + anti-TNF (N=5), HLA-
DRB1 SE (N=10) e anti-CCP (N=9).

4.3 Inferéncia das Redes Génicas Regulatorias

Conhecidos quais genes eram diferencialmente expressos para cada paciente,
decidiu-se por substituir os valores numéricos resultantes da andlise estatistica
pelos respectivos valores de expressdao normalizados. Conforme ja foi mencionado
no Delineamento Experimental, este procedimento é necessario porque os métodos
estatisticos acabam por alterar os valores originais de expressdo génica em funcao
das amostras experimentais comparadas (paciente versus “controle virtual”).

Com todos os dados adequadamente ajustados, procedeu-se com inferéncia de
uma rede de regulagdo transcricional para cada um dos quinze pacientes. Este
procedimento exigiu a dedicacdo de grande quantidade de recursos
computacionais, j4 que o emprego de algoritmos genéticos pelo programa

GeneNetwork faz com que o tempo de processamento aumente consideravelmente
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quanto maior for a quantidade de dados de expressdo génica. Para se ter uma
ideia, dispondo de memoria exclusiva, o tempo de processamento dual necessario
para a obtencdo de uma rede composta por cerca de mil genes é de
aproximadamente seis dias!

A modelagem de todas as redes regulatérias obteve éxito, mas as imagens
resultantes serdo omitidas devido ao nimero e complexidade das mesmas. A lista
de genes e a matriz regulatoria, que juntas codificam o grafo de interacdes obtido
para cada paciente, foram entdo armazenadas em arquivos com o intuito de serem

fornecidas ao programa Mandala.

4.4 Descricao do Programa Mandala

Basicamente, o programa Mandala foi concebido para atender a dois propésitos: o
primeiro consiste em “interpretar” as redes génicas provenientes do programa
GeneNetwork, representando-as num formato textual; o segundo é de identificar
quais interacdes génicas sdo comumente encontradas em duas redes regulatérias.
Estas funcionalidades serdo apresentadas de forma detalhada mais adiante.

Seu algoritmo foi desenvolvido em linguagem C e possui aproximadamente
seiscentas linhas de codigo-fonte (transcritas no Apéndice A). Todas as fungdes
foram organizadas em moédulos com o intuito de facilitar possiveis alteracdes. Pelo
fato do programa ser executado em linhas de comando, usuarios Windows
necessitam de um emulador do sistema operacional UNIX/Linux, como o Cygwin,
que é disponibilizado gratuitamente em http:/ /www.cygwin.com/.

Ao executar o programa no terminal, o usudrio é recepcionado com uma
mensagem de apresentagao (contendo titulo, propésitos da ferramenta, autoria e
instituicdo), sendo instruido a digitar um nimero de acordo com o que deseja
fazer: 1 para interpretar uma rede génica ou 2 para comparar duas redes

regulatérias. Observe a figura 8 a seguir:
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Guilherme Liberato da Silva”
rupo de Imunogenética Molecular

Jepartamento de Genética da Faculdade de Medici
i idade de Pau

gite uma das opgdes a seguir:

- Interpretar rede
2 - Comparar red

Figura 8 — Tela inicial do programa Mandala. Sao apresentadas informacgdes gerais:
titulo, propdsitos, autoria e instituicdo, bem como as duas fungdes, que o usuario
podera acessar digitando os numeros correspondentes. Optou-se por utilizar o
recurso grafico de menu com o intuito de criar uma interface mais amigavel.

Caso escolha a primeira opcdo, o usudario deve informar qual modelo estatistico-
matematico, dentre os disponiveis no programa GeneNetwork, foi utilizado para
inferir a rede génica em questdo. Este tipo de informacgdo garante que o programa
Mandala apresente o resultado textual de forma coerente com a representagao
gréfica caracteristica de cada modelo.

A seguir, o usudrio é orientado a digitar o nome do arquivo contendo a lista de
genes participantes da rede e o nome do arquivo correspondente a matriz
regulatéria, ambos previamente formatados e armazenados no diretério

C:\cygwin\home. E necessario ainda atribuir um nome ao arquivo que recebera o

resultado do procedimento de interpretagao. Veja a figura 9 a seguir:
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E- (o [

“ Entre com o nime ao de infe
utilizado no prog ot

4
Modulo utilizado: Bayesian Network

s te o nome arquivo correspondente a Tista de genes:
1 a_de_genes.txt

0 numero de genes nesta Tista &: 1685

te o nome do arquivo correspondente & matriz regulate
matriz_regulatoria.txt

Digite o nome do arguivo gue receberid o resultado da andlise.
; . '

0 qul deve ter exte Wt .
resultado_da_interpretacao.txt

a partir

Figura 9 — Tela referente a primeira opg¢ao do menu principal do programa Mandala.
Sao apresentadas instru¢Ges para que o usudrio indigue o modelo estatistico-
matematico utilizado durante a modelagem da rede génica no software
GeneNetwork, e forne¢a os nomes dos arquivos referentes a lista de genes, a matriz
regulatdria e ao resultado do procedimento de interpretagdo. E preciso também
selecionar qual a orientacdo na qual o resultado sera apresentado: a partir dos
genes que modulam ou levando em consideragao os que sao modulados.

Por fim, é possivel escolher se a descricdo textual da rede serd organizada a
partir dos genes que modulam ou levando em consideracdo os genes que sdo
modulados (figura 9). Ao determinar a orientacdo na qual as interacdes
regulatorias serdo analisadas, o usuario pode adequar o formato de apresentacdo
do resultado de acordo com os possiveis interesses da investigacdo bioldgica.

Por exemplo, considere um grafo hipotético obtido a partir do software
GeneNetwork, formado por seis nodos (ou vértices) representando os genes
denominados A, B, C, X, Y e Z, e vinte setas indicando as interacoes regulatorias

realizadas entre eles. Observe a figura 10 a seguir:
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Figura 10 — Grafo hipotético constituido por seis genes,
cujos nomes sao A, B, C, X, Y e Z, e por vinte interagdes
regulatdrias entre os mesmos.

Este grafo sera codificado, ainda no programa GeneNetwork, por meio de uma
lista contendo os nomes dos seis genes, organizados em linhas, além de uma
matriz bindria (ou seja, composta por digitos 0 e 1) indicativa da ocorréncia das
vinte interacOes regulatérias (veja a figura 11). Ambas as estruturas devem ser
armazenadas em arquivos distintos com o intuito de serem fornecidas ao
programa Mandala (conforme foi demonstrado na figura 9 acima), o qual
procedera com a manipulacdo das informagdes neles contidas de modo a

reproduzir o grafo original no formato textual.

N|<|X|O|w|>
=l e (o]
ROk |O|o|o
ROk |O|k|o
O|OR|kr|k
ORIk Oor|k
O |O|k|rk|o

Figura 11 - Estruturas de dados referentes a lista com
os nomes dos genes e a matriz bindria, capaz de
determinar como eles interagem uns com os outros.
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Se o usuario decidir que a descricao textual devera ser disponibilizada a partir
dos genes que modulam, o Mandala realizara a leitura da matriz regulatoria
sequencialmente de cima para baixo e da esquerda para a direita.

Comecando pela primeira linha da matriz, que se refere ao primeiro registro da
lista de genes (no exemplo ilustrativo: A), o programa pode identificar a ocorréncia
do digito 1 (que denota a existéncia de interacdo) na quarta e quinta colunas, as
quais correspondem ao quarto e quinto registros da lista de genes. Fica assim
estabelecido que o gene A modula os genes X e Y.

Seguindo para a segunda linha da matriz (neste caso: gene B), é possivel
constatar a ocorréncia de interagdes com todos os outros genes da lista, uma vez
que todas as colunas, menos a segunda, estdo preenchidas com o namero 1. O
programa entdo reporta que o gene B modula os genes A, C, X, Y e Z. Desta forma,

ao final do processo aquela rede génica sera representada da seguinte maneira:

GENES QUE MODULAM

O gene A modula os genes:
X
Y

O gene B modula os genes:

N < X0O >

O gene C modula os genes:
A
X
VA

O gene X modula os genes:
B

C
X
Y
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O gene Y modula os genes:
A
Y
VA

O gene Z modula os genes:
A
B
C

Resultados

Caso o usuadrio prefira que a descricdo textual da rede seja organizada a partir

dos genes que sao modulados, o programa, ao contrario, realizara a leitura da

matriz regulatéria sequencialmente da esquerda para a direita e de cima para

baixo, e o resultado ficara assim:

GENES QUE SAO MODULADOS

O gene A é modulado pelos genes:
B

C
Y
Z

O gene B é modulado pelos genes:
X
Z

O gene C é modulado pelos genes:
B
X
VA

O gene X é modulado pelos genes:
A

B
C
X
O gene Y é modulado pelos genes:

A
B
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X
Y

O gene Z é modulado pelos genes:
B
C
Y

Resultados

Vale a pena destacar que, enquanto a rede génica na forma grafica permanece

disponivel somente durante o funcionamento do programa GeneNetwork, sua

descrigdo textual podera ser acessada imediatamente e analisada pelo tempo que

for necessario. Tais caracteristicas acabam sendo exigéncias do processo de

investigacao bioldgica das redes génicas de alta complexidade.

O usuario pode também estar interessado em comparar duas redes regulatorias

(segunda opgao do menu principal). Para isto, é necessério informar os nomes dos

respectivos arquivos contendo os resultados do procedimento de interpretacao

realizado previamente. Além disso, o usudrio deve dar um nome ao arquivo que

recebera o resultado do procedimento de comparagao. Confira a figura 12:

gite uma pC

nterpretar rede
parar red

ome do argquivo o o resultado da primeira rede:
extual_da_redel. txt

ome do arguivo o o resultado da segunda rede:
descricao_textual_da_rede2. txt

Digite o nome do arquivo que receberd o resultado da comparacdo.
0 arquivo deve ter exte txtt.
1nteracoes_genicas_comu ot

Certifique-se de que estes arquivo compariveis! .
Enguanto num aparece '0 gene (...) modula’, no outro aparece 'O gene (.
ulado’.

G- (o[ s |

Figura 12 — Tela referente a segunda op¢ao do menu principal do programa
Mandala. Sao fornecidas instru¢Ges para que o usudrio digite os nomes dos arquivos
contendo a descrigao textual das redes que se deseja comparar. Repare que uma
mensagem de erro é emitida caso os arquivos contenham interagées génicas

organizadas de maneira diferente.
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Desta vez, suponha duas redes génicas cujas descricdes no formato textual

tenham sido obtidas por meio do programa Mandala:

Arquivon® 1

Arquivo n2 2

LASS6

RBM23

CUL3

CRY1
IMAGE:25061

CCDC22
SYN2
SCocC
RAPGEF1
NAGA

ADC
C5orf42
C70rf43
CRB1
FNDC3A
EFHC1

O gene ZNF236 modula os genes:

O gene LIN28B modula os genes:

O gene USP45 modula os genes:
FNDC3A

MOBP

LOC100129345

SERPINH1

UBR5

O gene ZNF236 modula os genes:
PLCE1

RPL24

C50rf42

RBM23

GPR172A

O gene SLC38A1 modula os genes:

RBJ

EXPH5
RAPGEF1
RBM23
Cl4orf112

O gene LIN28B modula os genes:
HBA1

RAPGEF1

RBM23

Cldorfl12

CCDC22

SCoC

O gene EFHC1 modula os genes:
HPS5
IMAGE:137208

Inicialmente, o0 Mandala considera a primeira sentenca do arquivo n° 1 (escrita

em azul): “o gene ZNF236 modula os genes” e confere todo o arquivo n° 2 em
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busca da mesma sentenca. Quando a encontra, o programa armazena numa lista
todos os genes localizados logo abaixo (neste caso, marcados em vermelho, PLCE1,
RPL24, C50rf42, RBM23 e GPR172) e comeca um novo lago: considera o primeiro
gene abaixo daquela sentenca no arquivo n° 1 (HMGCLLI1, em verde claro) e
verifica se ele encontra-se na lista armazenada. Como ndo obtém sucesso, parte
para o segundo gene abaixo daquela sentenca no arquivo n° 1 (GPR172, alaranjado)
e, ao perceber sua ocorréncia na lista guardada, registra esta interacdo. Ele procede
da mesma forma para os outros genes, obtendo éxito apenas com RBM23.

Terminada esta rodada de verificagdo, o programa segue para a segunda
sentenca do arquivo n° 1 (escrita em roxo): “o gene LIN28B modula os genes” e,
mais uma vez, varre a totalidade do arquivo n° 2 até que encontre a mesma
sentenca. Depois disso, armazena numa lista todos os genes dispostos logo abaixo
(no caso, em verde escuro, HBA1, RAPGEF1, RBM23, C140rf112, CCDC22 e SCOC)
e inicia mais uma rotina: considera o primeiro gene abaixo daquela sentenca no
arquivo n° 1 (CCDC22, em marrom) e busca o mesmo na lista de genes guardados.
Por ter sucesso, registra a interacdo e depois procede da mesma forma para todos
os genes abaixo daquela sentenca no arquivo n° 1, alcancando sucesso com SCOC e
RAPGEF1.

Por altimo, o Mandala considera a sentenca “O gene HLA-DRB1 modulas os
genes” do primeiro arquivo (escrita em azul claro) e ndo consegue encontra-la no
segundo. Termina assim o procedimento de comparagdo dos arquivos, sendo
evidenciadas as interagdes regulatérias comuns as duas redes génicas. O resultado

final é apresentado da seguinte forma:

O gene ZNF236 modula os genes:
GPR172A
RBM23

O gene LIN28B modula os genes:
CCDC22

SCOC

RAPGEF1
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4.5 Determinacao das Interacdes Regulatorias Caracteristicas de Cada

Grupo de Pacientes

Ap6s o programa Mandala ter fornecido a descricdo textual de todas as redes
génicas obtidas a partir do programa GeneNetwork, pode ser realizada entdo a
busca das interacoes regulatérias comumente encontradas nas redes dos pacientes
que, conforme determinado previamente, integravam um mesmo grupo.

Porém, como o programa Mandala é capaz de comparar apenas duas redes
génicas de cada vez, e um unico grupo chegava a reunir até dez componentes (ou
seja, dez redes), como é o caso daquele formado pelos pacientes com epitopo
compartilhado em dose tnica ou dupla (SE HLA-DRB1), foi necessario recorrer a
scripts especialmente desenvolvidos para comparar mais de duas redes numa
Unica rodada.

Assim, foram escritos coédigos em linguagem de programacdo Perl com
instrugdes para manipular os arquivos texto resultantes do programa Mandala, de
forma a identificar todas as interacdes génicas que fossem comuns aos varios
participantes de um mesmo grupo.

Portanto, considerando o conjunto dos dez pacientes apresentando o epitopo
compartilhado em dose tnica ou dupla (grupo HLA-DRB1 SE), foi possivel
constatar que 11 genes localizados em loci de suscetibilidade & AR realizaram as
mesmas interagdes com outros 39 genes em pelo menos nove daqueles pacientes. A
rede de regulacado transcricional envolvendo todos estes genes é representada na
tigura 13 a seguir.

Para interpretar uma rede de interagdes como essa, é necessario saber que a seta
representa a dependéncia condicional, inferida estatisticamente, entre os niveis de
expressdo dos dois genes interconectados. Tenha em mente que a partir de dados
experimentais obtidos por meio da tecnologia de cDNA microarrays, um modelo

estatistico Bayesiano foi utilizado para afirmar que os niveis de expressdao do gene
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para o qual a seta indica depende, direta ou indiretamente, dos niveis de expressao
do gene pelo qual a seta se origina.

Agora, considerando os nove pacientes nos quais puderam ser detectados
anticorpos contra peptideos citrulinados ciclicos (grupo anti-CCP), foi possivel
identificar que 10 genes encontrados em LS a AR estabeleciam as mesmas
interagdes com outros 12 genes em pelo menos oito daqueles pacientes. A rede de
regulacdo transcricional correspondente pode ser conferida na figura 14 adiante.

Por outro lado, ao considerar os nove pacientes com doenca muito ativa (grupo
DAS28 > 5.1), observou-se que 10 genes pertencentes a LS para AR obedeceram a
um mesmo padrao de interacdes regulatérias com outros 29 genes em, no minimo,
oito daqueles pacientes (veja a figura 15).

Tomando o grupo DMARDs + anti-TNF, que é composto pelos cinco pacientes
tratados com um bloqueador de TNF-a, Infliximabe, combinado ao Metotrexato,
pode-se constatar o seguinte: na rede de todos os pacientes, 8 genes localizados em
LS a AR eram responsdveis por regular os niveis de expressao de outros 11. Oberve

a figura 16 na sequéncia.
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Todos os genes acima representados foram submetidos a pesquisa em bancos de dados
publicos, tais como Gene Ontology (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000),
GeneCards (REBHAN et al., 1998), KEGG (KANEHISA & GOTO, 2000), OMIM
(McKUSICK, 1998), dentre outros que sdo compilados na ferramenta SOURCE,

desenvolvida na Stanford University, Palo Alto — CA, e cujo endereco eletrénico €

http://smd.stanford.edu/cegi-bin/source/sourceSearch.

Do total de 113 genes participantes das redes apresentadas nas figuras 13-16, 78
puderam ser caracterizados com relac8o aos processos biol 6gicos em que estéo envolvidos,
as fungdes molecul ares pelas quais sdo responsavels e também quanto alocalizagéo celular.

De maneira geral, a maioria dos genes esta envolvida em processos metabdlicos de
macromoléculas, da transcricdo do DNA até a modificagdo das proteinas sintetizadas.
Destaca-se também o metabolismo de lipideos. Outro processo biolégico no qual participa
um consideravel nimero de genes é a sinalizagcdo celular, representada tanto por receptores
de membrana responsaveis pela transducdo de sinais quanto pelas cascatas bioquimicas de
sinalizagdo intracelular. Desenvolvimento e homeostase celulares também mobilizam boa
parte destes genes, conforme pode ser observado nafigura 17 adiante.
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Processo metabolico de proteina celular (GO:0044267)
Transcrigdo (GO:0006350)

Processo metabdlico de RNA (GO:0016070)

Cascata de sinalizag&o intracelular (GO:0007242)
Regulacéo de processo metabdlico celular (GO:0031323)
Desenvolvimento tissular (GO:0048513)
Desenvolvimento celular (GO:0048468)

Receptor de membrana para transducéo de sinal (GO:0007166)
Modificag&o de biopolimero (G0O:0043412)

Processo metabdlico de lipideo celular (GO:0044255)
Regulagéo de transducéo de sinal (GO:0009966)
Homeostase celular (GO:0019725)

Processo metabdlico de fosfato (GO:0006796)
Processo metabdlico de DNA (GO:0006259)
Estabelecimento de localizagao celular (GO:0051649)
Homeostase quimica (GO:0048878)

Regulagéo positiva de processo celular (GO:0048522)
Regulagcéo negativa de processo celular (GO:0048523)
Transporte de ion (GO:0006811)

Morfogénese celular (GO:0000902)

Desenvolvimento do sistema nervoso (GO:0007399)
Desenvolvimento do sistema imune (GO:0002520)
Regulag&o do ciclo celular (GO:0051726)

Regulacéo de atividade de transferase (GO:0051338)
Transporte de proteina (GO:0015031)

Processo catabdlico de biopolimero (GO:0043285)

Organizag&o cromossdmica e biogénese (GO:0051276)

6 8 10 12 14 16
Numero de Genes

Figura 17 — Grafico demonstrativo do nimero de genes representados nas redes de regulagdo
transcricional que participam de cada processo bioldgico celular (identificado no banco de dados

Gene Ontology por meio de uma série numérica).
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Ja com relacdo a funcdo molecular, € possivel afirmar que a maior parcela dos genes
sintetizam ligantes de proteinas, exercendo papéis como o de transferase ou de hidrolase.
Também tem destaque a ligac8o de ions metdlicos, principamente os de zinco e célcio.
Moléculas que interagem com DNA ou RNA possuem alguma representatividade, como

pode ser averiguado nafigura a seguir:

Ligagéo a proteinas (GO:0005515)

Agédo como transferase (GO:0016740)
Ligacé&o a ions de zinco (GO:0008270)
Ligacdo ao DNA (GO:0003677)

Ligagdo a ions metalicos (GO:0046872)
Ligag&o a nucleotideos (GO:0000166)

Acgé&o como hidrolase (GO:0016787)

Ligacéo a ions de célcio (GO:0005509)

Acéo como receptor (GO:0004872)

Ligacao a ATP (GO:0005524)

Ligagdo ao RNA (G0:0003723)

Agé&o como fator de transcrigcéo (GO:0003700)
Ligagc&o ao ion de magnésio (GO:0000287)
Acgéo como oxidorredutase (GO:0016491)
Acao como liase (GO:0016829)

Ligag&o a cétions (G0:0043169)

Acéo como ligase de ubiquitina (GO:0004842)
Acéo como metiltransferase (GO:0008168)

Ligag&o a camodulina (GO:0005516)

T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Numero de Genes

Figura 18 — Grafico demonstrativo do nimero de genes representados nas redes de regulacido
transcricional que sdo responsaveis por cada fun¢ao molecular (identificada no banco de dados
Gene Ontology por meio de uma série numérica).
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Quando se analisa a localizac8o celular, a quantidade majoritaria dos produtos génicos
pode ser encontrada no nucleo. Outras sequéncias codificam proteinas que integram a
membrana da célula ou a de organelas, bem como o complexo de Golgi e o reticulo

endoplasmatico. Veaa proximafigura:

Integrante da membrana plasmatica (GO:0005887) -
Citosol (GO:0005829) -

Complexo de Golgi (GO:0005794) -
Reticulo endoplasmatico (GO:0005783) -
Membrana de organela (GO:0031090) -
Citoesqueleto (GO:0005856) .
Compartimento intermediario golgiense (GO:0005793) .
Vesicula citoplasmética (GO:0031410) .
Mitocéndria (GO:0005739) .
Cilio (GO:0005929) .
Vacuolo (GO:0005773) .

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Numero de Genes

Figura 19 — Grafico demonstrativo do nimero de genes representados nas redes de regulagao
transcricional que terao seu produto localizado numa regido celular caracteristica (identificada
no banco de dados Gene Ontology por meio de uma série numérica).

A seguir, € apresentada uma tabela onde é possivel conferir o simbolo, nome, nimero de
acesso no GeneBank, localizag&o cromossdmica e a descrigdo suméria de cada um dos 113
genes participantes dagquel as redes de regulacéo transcricional. As sequencias localizadas

em loci de suscetibilidade a AR aparecem com o simbolo em negrito.
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Tabela 4: Genes cujos mRNAs participam das redes de regulagao transcricional apresentadas nas figuras 13 - 16.

. Numero . - L.
Simbolo  Nomedo Gene de Acesso Citobanda Descricdo Sumaria
ADCY1 Adenylate cyclase 1 (brain) R14114.1 Tpl3-pl2 cAMP biosynthetic process
ADD2 Adducin 2 (B) R19254.1 2pl4-pl3 immune system development
. . ) serve as receptors for adiponectin, fatty acid
ADIPOR1  Adiponectin receptor 1 R62584.1 1p36.13-g41 T e e
cellular macromolecule biosynthetic
ANAPC2 Anaphase-promoting complex subunit 2 R33244.1 9q34.3 process, termed the anaphase promoting
complex (APC)
ANKRDS56  Ankyrin repeat domain 56 R24589.1 4qg21.1 unknown
Cllorf71 Chromosome 11 open reading frame 71 R19933.1 11ql4.2-q14.3 unknown
C12orf51 Chromosome 12 open reading frame 51 R71499.1 12924.13 unknown
Cl4orfl12  Chromosome 14 open reading frame 112 R18677.1 14q24.2 unknown
CSorf42 Chromosome 5 open reading frame 42 R37164.1 S5pl13.2 unknown
C6orf166 Chromosome 6 open reading frame 166 R69874.1 6ql5 unknown
Cé6orf170 Chromosome 6 open reading frame 170 R73756.1 6q22.31 oo o > 1gnal LA
hydrolase activity
C7orf43 Chromosome 7 open reading frame 43 R21690.1 7q22.1 unknown
CCDC22 Coiled-coil domain containing 22 R46105.1 Xpl1.23 unknown
CCL28 Chemokine (C-C motif) ligand 28 R36539.1 5p12 immunoregulatory and inflammatory
processes
CDC14 cell division cycle 14 homologue A dephosphorylation, regulation of
CDClk, (S cerevisiae) et Ip2l progression through cell cycle
Cell division cycle 40 homologue ..
CDC40 (S cerevisiae) R70791.1 6921 mRNA splicing
required for anchoring microtubules to
CEP350 Centrosomal protein 350 kDa R25352.1  1p36.13-g41  centrosomes and for integrity of microtubule
network
member of the leucine-rich-repeat
CEP72 Centrosomal protein 72 kDa R37706.1 5p15.33 superfamily of proteins, localized to the
centrosome
carbohydrate metabolic process, learning
CHSTI10 Carbohydrate sulfotransferase 10 R16195.1 2ql1.2
and/or memory
CNTN2 Contactin 2 (axonal) R14151.1 1q32.1 cell adhesion, neurogenesis
COMMD2 COMM domain containing 2 R23418.1 3g25.1 unknown
COROIB  Coronin, actin-binding protein, 1B R36510.1  11q13.1  resulationof cell motility, signal
transduction
coERy 0 o oRlBsTe peliEdemy aiion cllema R36999.1  10q2332  unknown
binding protein 3
CPSF6 Cleavage and polyadenylation specific R18985.1 12q15 required for 3'_RNA clea'wage and
factor 6, 68 kDa polyadenylation processing
CRBI1 Crumbs homologue 1 (Drosophila) R35113.1 1931-q32.1  eye photoreceptor cell differentiation
CRYI Cryptochrome 1 (photolyase-like) RIO031.1  12q23-q24.1  DNA repair, regulation of transcription,

visual perception
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Tabela 4: Continuagao

Resultados

Simbolo Nome do Gene dNeL;JA\n(]:SSgO Citobanda Descricdo Sumaria
CTBS Chitobiase, di-N-acetyl- R56854.1 1p22 Gl Rl e D G
process
DDX49 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 49 R26193.1 19p12 unknown
DHRS7B Ill)lzlggig)%%nase/reductase (DI il R36668.1 17p12 metabolic process
?zﬁggp 686L- Hypothetical gene supported by BX538329 R76726.1 8q21.3 unknown
EFHCL1 EF-hand domain (C-terminal) containing 1 PENEE Gpilns  DOSNE il o e
cell death, cation homeostasis
EHMTI1 Euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1 =~ R38436.1 9q34.3 chromosqme orggmzatlon ar.ld
biogenesis, protein methylation
EMP2 Epithelial membrane protein 2 R71514.1 16p13.2 cell development
ETNK1 Ethanolamine kinase 1 R75813.1  12pi2  Phospholipid and ethanolamine
biosynthetic process
EXPH5 Stk 5 R70812.1 11q22.3 intracellular protein transport and
' ’ cellular localization
FAM46A Family with sequence similarity 46, member A R71124.1 6ql4 unknown
FAM70A Family with sequence similarity 70, member A R39187.1 Xq24 unknown
FBXL3 F-box and leucine-rich repeat protein 3 R37265.1 13q22 protein ubiquitination
FL J22536 Hypothetical locus LOC401237 R15860.1 6p22.3 unknown
FNDC3A Fibronectin type III domain containing 3A R36431.1 13q14.2 mechates spermatld-se.rt oli adh esion
during spermatogenesis (by similarity)
FRMPD2L2  FERM and PDZ domain containing 2 like 2 R20356.1 10q11.21 unknown
GAL3ST3  Galactose-3-Osulfotransferase 3 R14066.1  11qi3.1  Proteoglycan and carbohydrate
biosynthetic process
. . . 21q@22.1] purine ribonucleoside
GART Phosphoribosylglycinamide formyltransferase R14198.1 Al ot el proess
GPRIT2A G protein-coupled receptor 172A R18827.1 gqo43  ccll surface receptor for porcine
endogenous retrovirus subgroup A
G protein signaling modulator 2 cell surface receptor linked signal
CLERLA (AGS3 like, C. elegans) EEERN ol transduction
GSTA4 Glutathione S-transferase A4 T66320.1 6pl2.1 response to stress
GTF3C4 g}(;"llgzl transcription factor IIIC, polypeptide 4, py7802 1 93413 transcription
positive regulation of nitric oxide
HBB Hemoglobin, B R69941 1 11015.5 biosynthetic process, determines the
& ’ ’ P> structure of the B-chain in adult
hemoglobin
. o antigen processing and presentation of
HLA-DRB1 Ef:‘;;’rﬂmgﬁcgfgpa“bﬂ“y complex (MHC), H50622.1  6p21.3  peptide or polysaccharide antigen via
’ MHC class 11
HMGCLL1  >-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A payecs 1 6p12.1 metabolic process

lyase-like 1
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Tabela 4: Continuagao

Resultados

1 Numero . - L.
Simbolo Nome do Gene de Acesso Citobanda Descrigdo Sumaria
HPS5 Hermansky~Eudlaksyndiome’s R715941  1lpl4  Orsanelle organization and
biogenesis, pigmentation
HSD11B2 Hydroxysteroid (11-f) dehydrogenase 2 R35081.1 16922 glucocorticoid biosynthetic process
INPPSE Inositol polyphosphate-5 phosphatase, 72 kDa R36586.1 9q34.3 lipid metabolic process
ITGA5 Integrin, a—‘S (fibronectin receptor, R32403.1 12q11-q13 1ntegr1n-medlated signaling pathway,
a-polypeptide) cell adhesion
KCNT2 Potassium channel, subfamily T, member 2 R51505.1 1q31.3 potassium ion transport
. regulation of transcription
LASS6 LAG]1 homologue, ceramide synthase 6 R25481.1 2q24.3 DNA-dependent
. regulation of transcription
LIN28B Lin-28 homologue B (C. elegans) R64358.1 6921 BN gl
LOC100129345  Hypothetical protein LOC100129345 R24238.1 14q32.2 unknown
LOC285954  Hypothetical protein LOC285954 R33696.1 Tpl3 unknown
LOC56251 Hypothetical protein YH95C04 R38312.1 unknown
LOC654350  Similar to rat ribosomal protein L9 homologue R24333.1 15q22.31 unknown
positive regulation of cytokine
MALTI Mucosa-agsomated lymphoid tissue lymphoma T80158.1 1821 productlon during ada'ptatvlve
translocation gene 1 immune response, activation of
nuclear factor (NF)-«kf} cascade
MOBP Myelin-associated oligodendrocyte basic protein R13982.1 3p22.1 nervous system development
N4BP1 NEDD4-binding protein 1 R28614.1 16q12.1 unknown
NAGA N-acetylgalactosaminidase, o- R25825.1 ZZgéziqlteﬂ carbohydrate metabolic process
NCAPG Non-SMC condensin I complex, subunit G — 4p15.33 mitotic sister chromatid segregation,
M phase
NECAB2 N-terminal EF-hand calcium binding protein 2 T80509.1 16q23.3 unknown
negative regulation of Wnt receptor
NLK Nemo-like kinase R70769.1 17q11.2 signaling pathway, regulation of
transcription
NNAT Neuronatin R63918.1 20ql1.2-q12 brain development
NOL7 Nucleolar protein 7, 27 kDa R69895.1 6p23 unknown
. G protein signaling, coupled to
NPY1R Neuropeptide Y receptor Y1 R19478.1  4q31.3-q32 T e P———
NUP153 Nucleoporin 153 kDa R40059.1  6p223  Cstablishmentoflocalization,
transport
OSTM1 Osteopetrosis-associated transmembrane protein 1 ~ R69603.1 6921 myeloid leukocyte differentiation
PCDH17 Protocadherin 17 R49279.1 13g21.1 homophilic cell adhesion
PDE1B Phosphodiesterase 1B, calmodulin-dependent H51117.1 12q13 {’er;’rir;‘gmed Gl e, varall
PECR Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase H84466.1 2q35 re.gulatlon .Of apoptosis, fatty acid
biosynthetic process
PHF1 PHD finger protein 1 R37685.1 6p21.3 transcriptional repressor
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Tabela 4: Continuagao

Resultados

Ndmero

Simbolo  Nomedo Gene deAcessy  Cltobanda  Descrigdo Sumaria
PH domain and leucine rich repeat protein .
PHLPPL T R R25700.1 16q22.3 dephosphorylation
e . glycerophospholipid metabolic
PIPSK1A Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type I, a — 1922-q24 process
negative regulation of progression
PKD2 Polycystic kidney disease 2 (autosomal dominant) R38199.1 4g21-q23  through cell cycle, JAK-STAT
cascade, calcium
positive regulation of MAPK
activity, G protein signaling
PLCEl Phospholipase C, epsilon 1 R40791.1 10g23 coupled to IP3 second messenger,
diacylglycerol biosynthetic
process, regulation of cell growth
POLRIE Polymerase (RNA) I polypeptide E, 53 kDa R54238.1 9pl3.2 rRNA transcription
Polymerase (RNA) III (DNA directed) L
POLR3E polypeptide E, 80 kD R18902.1 l6p12.1 transcription
POMP Proteasome maturation protein R38655.1 13ql12.3 immune response, protein folding
PPCDC Phosphopantothenoylcysteine decarboxylase R33457.1 15q24.2 coenzyme A biosynthetic process
PREPL Prolyl endopeptidase-like R15785.1 2p21 proteolysis
RAB37  RAB37, member RAS oncogene family R25709.1  17qes.1  Small GTPase-mediated signal
transduction
RAPGEF1  Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1 R76487.1 9q34.3 transrpem‘prane receptor protein
tyrosine kinase signaling pathway
RBJ Rab and DnaJ domain Containing H06266.1 2p23.3 small GTPase mediated signal
transduction
increases transcription of steroid-
RBM23 RNA-binding motif protein 23 R42182.1 14q11.2 responsive transcriptional reporters
in a hormone-dependent manner
S1PR1 Sphingosine-1-phosphate receptor 1 R20666.1 1p21 receptor for the lysosphingolipid
phing phosp p ' p sphingosine 1-phosphate (S1P)
SCOC Short coiled-coil protein R34436.1 4q31.1 unknown
molecular chaperone involved in
. . S the maturation of collagen
SERPINH| Serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock R71093.1  11q13.5  molecules (autoantibodies to this
protein 47), member 1 (collagen-binding protein 1) . . .
protein have been found in patients
with rheumatoid arthritis)
SETBP1 SET-binding protein 1 R17655.1 18q21.1 unknown
establishment and/or maintenance
SETDBI SET domain, bifurcated 1 R37131.1 1921 of chromatin architecture,
blastocyst development
. . R20471.1/ .
SLC38A1  Solute carrier family 38, member 1 R66555.1 12q13.11 glutamine transport
SLC3A2 Solute carrier farmly 3 (activators of dibasic and T80267.1 11q13 tryptophan transport, calcium ion
neutral amino acid transport), member 2 transport, cell growth
SMAD2  SMAD family member 2 RG] gl e @i,

mesoderm formation
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Tabela 4: Continuagao

. Numero . A -
Simbolo Nome do Gene de Acesso Citobanda  Descricdo Sumaria

‘

protein amino acid phosphorylation,

SPEG SPEG complex locus R25020.1 2q35
muscle development

i

. R38909.1/ . .
SYN2 Synapsin II R49277 1 3p25 neurotransmitter secretion

Transcobalamin I (vitamin B12-binding

TCNI protein, R binder family)

R11710.1 11ql1-q12 cobalamin transport

proteolysis involved in cellular protein

USP45 Ubiquitin specific peptidase 45 R15391.1 6q16.3 catabolic process

X-ray repair complementing defective repair double-strand break repair via
XRCC6 in Chinese hamster cells 6 T79976.1 22q13.2-q13.31 nonhomologous end joining, positive
(Ku autoantigen, 70 kDa) regulation of transcription

ZNF385C Zinc finger protein 385C R20240.1 17921.2 unknown

ZNF718 Zinc finger protein 718 R37117.1 4pl6.3 unknown
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5 DISCUSSAO

5.1 Consideracoes Iniciais

As doencas autoimunes, incluindo a artrite reumatoide, impdem grandes desafios
a investigacdo médica e biolégica devido principalmente a heterogeneidade de
caracteristicas e sua etiologia multifatorial. O desequilibrio no controle central da
tolerancia, o qual envolve a expressdo timica de genes codificando autoantigenos
tissulares (fendmeno conhecido como expressdo génica promiscua), tem sido
apontado como um dos principais mecanismos responsaveis por tal disfuncao
imunolégica (KYEWSKI & DERBINSKI, 2004; MAGALHAES et al., 2006). Além
disso, fatores genéticos tém sido fortemente associados a suscetibilidade a doengas
autoimunes, como os alelos HLA-DRBI1, localizados na regido cromossdmica
6p21.3, que conferem suscetibilidade a AR dentre outras doengas. Varios fatores
ambientais, como tabagismo e infec¢des, também poderiam desencadear uma
condi¢do autoimunolégica nos individuos geneticamente suscetiveis.

O estudo de genes candidatos e analises por genome-wide linkage, os quais
representam abordagens primordiais para a descoberta de genes relevantes na AR
(OROZCO et al., 2006; BARTON et al., 2008; BOWES & BARTON, 2008; LIU et al.,
2008), tém possibilitado a identificacdo de diferentes regides cromossdmicas que,
de forma semelhante a regido HLA, apresentam genes desempenhando um
importante papel de suscetibilidade a AR. Como exemplo, estudos de genome-wide
scan revelaram um novo gene responsavel pela transducgdo de sinal linfocitaria,
chamado de PTPN22 (protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 2). Situado na
regido 1p13.3-p13.1, ele parece estar envolvido com vérias doencas autoimunes,
incluindo AR, LES e diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) (CANTOR et al., 2004;
JOHN et al., 2004; CHOI et al., 2006).
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Apesar de sua reconhecida contribuicio para a investigacdo dos loci de
suscetibilidade a AR, as técnicas de anédlise considerando genes candidatos ou por
genome-wide linkage sdo incapazes de elucidar todos os mecanismos envolvidos em
sua patologia. Além dos chamados estudos de associagio (YAMAMOTO &
YAMADA, 2005; WANG et al., 2005), a andlise da expressdo génica em larga escala
tem se destacado nesta tarefa, pois genes localizados em regides de suscetibilidade
provavelmente encontram-se diferencialmente expressos na AR.

A partir da tecnologia de cDNA microarrays, o Grupo de Imunogenética
Molecular tem demonstrado importantes caracteristicas do perfil transcricional de
doengas autoimunes, incluindo a descricdio de como a expressdo génica de
linfécitos T é afetada pelo tratamento imunossupressor de pacientes com LES
(PEREIRA et al.,, 2004); a determinacdo da localizacdo gendmica de novas
sequéncias (ESTs) origindrias de loci de suscetibilidade para LES (TREVISAN et al.,
2006); a associacdo entre diferentes genétipos HLA de classe Il e a expressdo génica
diferencial de pacientes com DM1 (RASSI et al., 2006); a meta-analise de dados de
expressdo génica provenientes de AR e LES, de modo a identificar suas assinaturas
moleculares comuns e exclusivas (SILVA et al., 2007); além da reconstrugao de
redes transcricionais durante a ontogenia do timo (MACEDO et al., 2008).

Num dos trabalhos recentemente divulgados pelo grupo, a metodologia dos
microarrays permitiu estabelecer a associagdo existente entre o perfil de expressao
génica diferencial de pacientes com AR e caracteristicas tais como tipo de resposta
imune, nivel de atividade da doenca e eficdcia do tratamento. Muitos dos genes
entdo identificados pertencem a regides de suscetibilidade a doenga; outros
participam de diferentes processos biologicos, como transducdo de sinais,
fosforilacao e apoptose (JUNTA et al., 2008). Este estudo contribuiu para dissecar a
complexidade molecular envolvida na AR, além de promover um melhor
entendimento acerca da influéncia genética sobre o fenotipo da doenca e o tipo de

resposta terapéutica.
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A técnica de cDNA microarrays é responsavel por mensurar a concentragao de
mRNA nos tecidos inflamados ou em células mononucleares do sangue periférico
(peripheral blood mononuclear cells - PBMCs), constituindo-se uma ferramenta ttil
para avaliar as diferengas nos niveis de expressao génica da AR (TOONEN et al.,
2008). Enquanto as amostras oriundas da membrana sinovial podem fornecer
indicios mais precisos sobre os fatores patogénicos envolvidos na doenga cronica,
as PBMCs tém sua utilizagdo difundida pela facilidade de acesso as amostras, o
que é essencial na pratica experimental. Elas sdo consideradas elementos-chave da
autodefesa, agindo inclusive como repérteres da condicdo imunolégica vigente no
organismo, propriedades que as tornam relevantes na descoberta de novos
marcadores moleculares, bem como na investigacdo de variantes de doencas e
avaliacdo da resposta a diferentes tratamentos (GU et al., 2002; SHAFFER et al.,
2006; YAMAGATA et al., 2006).

No presente estudo, foram avaliados os perfis transcricionais caracteristicos de
PBMCs de quinze pacientes com AR utilizando-se a tecnologia dos cDNA
microarrays. Considerando que os niveis de expressao génica podem ser
influenciados pelo nivel de atividade da doenca (DAS28), pela presenca de
marcadores autoimunes (anticorpos anti-CCP) e de fatores genéticos conferindo
suscetibilidade (HLA-DRB1 SE), e mesmo devido a administracdo medicamentosa
(DMARDs + anti-TNF), os pacientes com AR foram estratificados de acordo com
estas variaveis.

Ap6s a andlise estatistica, foi construido um diagrama de Venn (figura 7) a fim
de estabelecer quais sdo os genes significantemente modulados sob cada uma
dessas condicdes. Os genes com expressdo diferencial em cada condicdo foram
entdo submetidos a modelagem das interacdes regulatérias entre si, de maneira a
produzir uma rede transcricional caracteristica de cada variavel (figuras 13-16). Por
“rede transcricional caracteristica” entenda-se o conjunto de interacdes génicas
encontradas na maioria dos pacientes agrupados segundo determinada varidvel.

Por exemplo, considerando o conjunto dos nove pacientes com DAS28 > 5.1, foram
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selecionadas apenas as interacOes regulatérias presentes em, no minimo, oito
desses pacientes. No caso dos cinco pacientes tratados com DMARDs + anti-TNF,
considerou-se exclusivamente as interagdes regulatérias observadas na totalidade
dos individuos. Os principais aspectos das redes génicas obtidas serdo discutidos

nos paragrafos a seguir.

5.2 Sobre as Redes de Regulacao Transcricional

Em primeiro lugar, considere os genes modulados dentre os dez pacientes
portadores do epitopo compartilhado (shared epitope - SE) em dose tinica ou dupla,
cujos mRNAs estabelecem a rede transcricional representada na figura 13. Pode-se
destacar a presenca de vérios nés génicos (reconhecidos como genes com grande
atividade regulatéria), como, por exemplo, o gene LIN28B (lin28 homologue B),
localizado na regido 6q21, que corresponde a um dos loci de suscetibilidade (LS) a
AR. Capaz de interagir com a molécula de DNA e regular sua transcri¢do, o
produto génico de LIN28B controla os niveis de expressdo de outros doze genes,
incluindo CCDC22, SYN2, SCOC, RAPGEF1, NAGA, RBM23, LASS6 e GPR172A,
todos situados em diferentes cromossomos.

Ainda no cromossomo 6, diametralmente oposto ao gene LIN28B, mais
especificamente no LS 6p22.3, esta o gene FLJ22536 (hypothetical locus LOC401237),
que, embora tenha sua funcdo desconhecida, mostra-se regulando a funcionalidade
do né génico ZNF236 (zinc finger protein 236). Localizado no LS 18q22-q23, este é
responsavel por sintetizar uma proteina reativa ao ion zinco, além de se ligar ao
DNA de modo a controlar o processo de transcricao. Na rede em questdo, o gene
ZNF236 modula dez genes, que incluem RBM23, LASS6 e GPR172A (igualmente
regulados pelo gene LIN28B, conforme mencionado acima), bem como CRY1,
CUL3 e HMGCLL], sendo que a este altimo, encontrado no LS 6p12.1, se atribui a

participagdo em varios processos metabolicos.
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Bem proximo ao ZNF236, no LS 18q21.1, localize-se o gene SMAD2 (SMAD
family member 2), codificador de uma proteina que, apds ser processada, adentra o
nucleo e liga-se a promotores alvo de forma a impedir o processo de transcricao
juntamente com outros cofatores. Na rede em questdo, observa-se que ele modula
os niveis de expressao dos genes PCDH17, UBR5 e ZNF385C.

Agindo como mediador de varias cascatas de sinalizacdo (KEGG pathways:
hsa04110, hsa 04310, hsa04350, hsa05200; KEGG gene: hsa:4087), o gene SMAD2
destaca-se por participar da via de sinalizacdo do TGF-P (transforming growth factor
beta), o qual é responsavel pelos processos biologicos de proliferacio e
diferenciagao celulares, desempenhando papel crucial no sistema imune, diabetes,
cancer e patologias cardiacas.

Com relacdo ao sistema imune, acredita-se que o TGF-p esteja envolvido no
desenvolvimento de linfécitos T imunorreguladores CD4+CD25+ e linfocitos T
helper 17 (Th17) (CHEN et al., 2003; YANG et al., 2008). Ele também esta fortemente
associado a sindrome de Marfan (OMIM # 154700) (BOILEAU et al., 2005), doenca
caracterizada pela falta de fibrilina-1, um tipo de glicoproteina colagena que,
juntamente com elastina e fibronectina, constitui a matriz extracelular de tecidos
conjuntivos, como a membrana sinovial.

E notével o fato dos genes LIN28B, ZNF236 e SMAD?2, cujos produtos génicos
sdo capazes de se ligar a molécula de DNA de maneira a controlar o processo de
transcricdo, aparecerem na rede de interagdes exatamente como nés génicos, cada
um regulando os niveis de expressdo de varios genes concomitantemente. Neste
caso, as interacdes génicas inferidas unicamente de acordo com seus niveis de
expressdo poderiam ser entdo explicadas com base em interagdes fisicas de
moléculas.

Observe na figura 13 que, além de serem regulados por LIN28B e ZNF236,
ambos os genes RBM23 e LASS6 apresentam seus niveis de expressao
influenciados pelo n6 génico EFHC1 (EF-hand domain containing 1), pertencente ao

LS 6p12.3. Incumbido de promover a morte celular programada e a homeostase de
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cations, o EFHC1 também estende seu controle sobre os genes HPS5, ANKRD56,
PHLPPL, PIP5K1A, dentre outros. Perceba ainda que sua transcricdo é modulada
pelo n6 génico HLA-DRB1 (major histocompatibility complex - MHC, class 1I, DR p-1),
situado no LS 6p21.3, o qual controla a expressdao dos seguintes genes: ADC,
Cborf42, C7orf43, CRB1, FNDC3A e expressed sequence tag 1ID: 142259.

O alelo HLA-DRB1 é responsavel por codificar a cadeia B (DRB), que,
juntamente com uma cadeia a (DRA), constitui a molécula HLA de classe II. Este
heterodimero, ancorado através da membrana plasmética de células
apresentadoras de antigenos, tem a fungdo de expor peptideos derivados de
proteinas extracelulares (previamente processados no interior das APCs),
auxiliando numa das principais tarefas do sistema imune: discernir entre antigenos
proprios e ndo proprios. Assim, variantes DRB1 estdo diretamente envolvidas no
adequado funcionamento do sistema defensivo do organismo, desempenhando
um importante papel de suscetibilidade a doengas autoimunes, motivo pelo qual
sdo reconhecidas como epitopos compartilhados da artrite reumatoide.

E muito interessante o fato do HLA-DRB1 aparecer regulando os niveis de
expressao do gene FNDC3A (fibronectin type 11l domain containing 3A), que pertence
a uma familia de proteinas contendo multiplos dominios de fibronectina tipo III e
uma regido terminal rica em prolina, estando supostamente ancoradas na
membrana celular (OBHOLZ et al., 2006).

Mais especificamente, a proteina sintetizada por FNDC3A possui um total de
nove dominios idénticos, cuja sequéncia é homologa a fibronectina tipo III, que
corresponde a um segmento de aminoacidos repetido de quinze a dezessete vezes
na fibronectina constituinte da matriz extracelular (PANKOV & YAMADA, 2002;
CRAIG et al., 2004).

Também formada por um segmento do tipo I, repetido doze vezes, e um
modulo do tipo II, que aparece duas vezes, a molécula de fibronectina desempenha

funcdes de adesao, dispersao, crescimento e diferenciacdo celulares, participando
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da formacdo estrutural de vérios tecidos, como cartilagem articular e membrana
sinovial (RUOSLAHTI, 1988).

No entanto, uma vez degradada por proteinases, a fibronectina também adquire
atividade catalitica, podendo ser demonstrado que seus fragmentos com ligacdo a
heparina COOH-terminal, heparina NH-terminal, e gelatina NH-terminal
estimulam a condrdlise de cartilagem, induzindo a sua destruigdo
(HOMANDBERG et al., 1992; YASUDA & POOLE, 2002). De fato, fragmentos de
fibronectina com 30 a 200 kDA foram encontrados em titulacdes elevadas no
liquido sinovial e na cartilagem de pacientes com osteoartrite e AR (XIE et al., 1992;
HOMANDBERG et al., 1998). De acordo com YASUDA e colaboradores, na artrite
reumatoide os fragmentos de fibronectina ligantes a heparina COOH-terminal
induziriam, via moléculas de integrina a4p1, a producdo de metaloproteinases de
matriz (MMP-1, MMP-3 e MMP-13) nos fibroblastos sinoviais, causando
progressiva destruicdo da membrana (YASUDA et al., 2003).

A dependéncia condicional apresentada pelo FNDC3A com relagdo aos niveis
de expressdo génica do epitopo compartilhado HLA-DRB1 é considerada de
especial interesse. Uma investigacdo mais aprofundada desta interacdo regulatéria
poderia promover um melhor entendimento acerca da fungao molecular dos loci de
suscetibilidade a artrite reumatoide, como também a outras doencas autoimunes.

A seguir, considere a rede representada na figura 14, coposta por vinte e dois
genes cujos mRNAs estabelecem as interacdes regulatérias caracteristicas dos nove
pacientes com anticorpos anti-CCP. Nela, é possivel identificar quatro interagdes
génicas que também aparecem no grupo de pacientes com SE positivo: o gene
PECR, pertencente ao LS 2q35, possui agdo regulatéria sobre RBM23; ETNK1,
localizado no LS 12p12.1, modula o gene UBR5; o gene LIN28B controla os niveis
de expressdo génica de RAPGEF1; e, finalmente, FL]22536 apresenta-se regulando
o gene RPL24.

Por outro lado, dentre as particularidades da rede, pode-se mencionar a

presenca do gene USP45 (ubiquitin-specific peptidase 45), pertencente ao LS 6q16.3,
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que, envolvido no processo biologico de protedlise dependente de ubiquitina, é
capaz de influenciar a transcricdo das expressed sequence tags ID: 29644 e ID: 27725.
Este ultimo, inclusive, é igualmente regulado pelo gene CDC40 (cell division cycle 40
homologue), situado no LS 6q21, que participa da segunda reagdo catalitica
envolvida no processo de splincing de pré-mRNAs, estando possivelmente
relacionado com a progressdo do ciclo celular (DAHAN & KUPIEC, 2002).

Outro né génico que aparece pela primeira vez é o chamado SLC38A1 (solute
carrier family 38, member 1), encontrado no LS 12q13.11, cuja funcdo estd associada
ao transporte do aminoacido glutamina, precursor do neurotransmissor glutamato.
Na rede em questdo, o SLC38A1 modula os niveis de expressdo génica de
C140rf112 (aliase do gene COX16, cytochrome c oxidase assembly factor homologue),
DKFZp6861.14188 e RAPGEF1.

Destaca-se também a presenca do gene OSTMI1 (osteopetrosis-associated
transmembrane protein 1), localizado no LS 6qg21, o qual codifica uma proteina com
regido N-terminal rica em leucina, cujas propriedades permitem sua ligacdo a
membros da subfamilia A participantes da familia RGS (regulator of the G-protein
signaling), além de funcionar como ligase da ubiquitina E3. O gene OSTM1, que na
rede em questdo aparece modulando a expressed sequence tag ID: 144045,
desempenha papel fundamental na maturacdo e funcdo de osteoclastos e
melandcitos, de modo que sua deplegdo pode ocasionar uma doenca autossdmica
recessiva conhecida como osteopetrose maligna infantil (OMIM # 259720) (DEL
FATORE et al., 2008).

Agora, considere o conjunto de genes modulados dentre os nove pacientes
exibindo doenca muito ativa (DAS28 > 5.1), cujos niveis de expressao permitiram a
reconstrucdo da rede regulatdria representada na figura 15. Destacam-se alguns
ndés génicos, ja4 conhecidos, realizando novas interagdes transcricionais em
decorréncia da reorganizagdo dos pacientes segundo o nivel de atividade da

doenca.
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O gene LIN28B mantém a modulacdo de RBM23 e RAPGEF1, mas agora
estabelece controle sobre os niveis de expressdo génica de Cl4orfl12, HBA1 e as
expressed sequence tags ID: 53110 e ID: 38915. Ja o n6 génico ZNF236 conserva sua
interacdo com RBM23, mas aparece interferindo na transcricdo de PLCE1, RPL24 e
Chorf42. O n6 génico HLA-DRB1 continua regulando FNDC3A, mas neste caso
passa a se relacionar com quatro novos genes: C120rf51 e as expressed sequence tags
ID: 27415, ID: 27941 e ID: 142878. O né génico USP45, além de continuar
modulando as expressed sequence tags 1D: 27725 e ID: 29644, agora estende sua
influéncia sobre os niveis de expressdo dos seguintes genes: UBR5, SERPINHI,
LOC100129345, MOBP e FNDC3A. O gene SLC38Al, por sua vez, segue
controlando Cl14o0rf112 e RAPGEF1, mas estabelece novas interacdes com RBM23,
EXPH5, RB] e com as expressed sequence tags 1D: 39294 e ID: 137208. Perceba
também que ETNKT1 surge pela primeira vez como né génico, modulando EBR5 e
mais sete genes distintos: CHD2, POLR1E, NOL7, EMP2, as expressed sequence tags
ID: 27725 e ID: 137208, além de NUP153, que esta localizado no LS 6p22.3.

Finalmente, leve em consideragdo a rede génica representada na figura 16, a
qual especifica as interagdes regulatérias comumente encontradas no conjunto dos
pacientes tratados com Metotrexato combinado ao Infliximabe , que é um agente
biolégico com acdo bloqueadora de TNF-a (DMARDs + anti-TNF). Nela podem
ser notadas algumas dependéncias transcricionais envolvendo loci de
suscetibilidade que ainda ndo apareceram em nenhuma das redes discutidas
anteriormente.

E o caso do gene PDEIB (phosphodiesterase 1B, calmodulin-dependent), que,
localizado no LS 12q13, faz parte de uma familia de genes com acdo catalitica
dependente de calmodulina, os chamados calmodulin-dependent cyclic nucleotide
phosphodiesterases (CaM-PDEs). A calmodulina representa o arquétipo de um
conjunto de proteinas ativadas pelo célcio, e as PDEs sdo enzimas que ajudam a
retirar o grupamento fosfato de nucleotideos purinicos - guanosina monofosfato

ciclico (GMPc) e adenosina monofosfato ciclico (AMPc) -, transformando-os nos
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respectivos nucleosideos (KEGG pathway: hsa00230, KEGG gene: hsa:5153, KEGG
enzyme #3.1.4.17). Na rede em questdo, o PDE1IB é capaz de influenciar a
transcricdo do gene CRY1, relacionado ao reparo de DNA e a percepgao visual,
participando do ritmo circadiano de mamiferos (KEGG pathway: hsa04710, KEGG
gene: hsa:1407).

Outro exemplo é o gene ITGAS (integrin, a-5), contiguo ao gene PDE1B, uma vez
que esta localizado no LS 12q11-q13. Ele é responsavel por sintetizar a cadeia alfa
do tipo 5, que sera clivada no meio extracelular para, juntamente com a cadeia beta
do tipo 1, formar uma molécula de integrina capaz de se ligar a fibronectina
(KEGG pathway: hsa04512, KEGG gene: hsa:3678).

Sandya e colaboradores observaram um aumento progressivo e sincronizado
dos niveis de integrina a5pl e fibronectina no liquido sinovial e na cartilagem
articular de ratos induzidos a desenvolver artrite por meio de injecdes de coladgeno
tipo II. Para os autores, as alteracOes paralelas nos niveis de integrina a5p1 e
tibronectina de condroécitos constituiriam um dos mecanismos moleculares durante
a progressao da artrite (SANDYA et al., 2007).

De acordo com Alsaleh e colegas, as vias de sinalizacdo da integrina a5f1
estimulariam a secrecdo de moléculas denominadas BAFF pelos sinovidcitos, as
quais apresentam titulagdes elevadas em amostras do liquido sinovial de pacientes
com artrite reumatoide (ALSALEH et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que a
superproducdo de BAFF por células dendriticas e macréfagos pode desempenhar
um papel crucial na patogénese de artrite em modelos experimentais (PERS et al.,
2005; ZHANG et al., 2005).

O gene ITGA5 mostra-se, portanto, associado a processos de catabolismo, i.e., de
degradacdo da matriz extracelular constituinte da membrana sinovial e da
cartilagem articular.

Na rede em questdo, o gene ITGAS aparece juntamente com ETNK1 modulando
os niveis de expressao de SLC3A2 (solute carrier family 3, member 2). Curiosamente,

este gene codifica uma proteina ancorada através da membrana celular que se
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associa a integrinas para mediar vias de sinaliza¢do relacionadas ao crescimento
celular normal e a tumorigénese.

A equipe de Chloé Féral demonstrou que o gene SLC3A2 (CD98hc) esta
relacionado a formacdo da matriz de fibronectina in vivo e que sua deplecdo
resultou na diminuicdo da montagem da matriz extracelular in vitro, fendmeno este
nao dependente da disponibilidade de fibronectina ou de sua afinidade com
integrinas. Os autores explicam que a proteina sintetizada pelo SLC3A2, ao se ligar
com integrinas (principalmente ab5pl, allbBf3 e avP3), dispara cascatas de
sinalizacdo intracelular que ativam moléculas chamadas RhoA, responsaveis por
promover a contratilidade celular necessaria a montagem da matriz de fibronectina
(FERAL et al., 2007).

O gene SLC3A2 é evidenciado, portanto, como participante de processos
anabdlicos, i.e., de sintese ou construcdo da matriz extracelular formadora dos
tecidos conjuntivos.

A rede de interagdes em questdo mostra claramente a dependéncia condicional
entre os niveis de expressdao génica de ITGA5 e SLC3A2, os quais 1) codificam
proteinas que interagirem fisicamente e 2) estdo relacionadas a manutencdo da
matriz extracelular de fibronectina, fendmeno que depende do equilibrio entre
processos anabdlicos e catabodlicos (YASUDA, 2006).

E muito interessante o fato de estes genes aparecerem tdo somente na rede
comum aos pacientes tratados com DMARDs + anti-TNF, permitindo sugerir que
os beneficios decorrentes do tipo de administracdo medicamentosa, tais como a
reducdo na destruicdo da cartilagem articular, poderiam estar relacionados a
alteracOes no perfil de expressao de genes importantes na artrite reumatoide, tais

como ITGA5 e SLC3A2.
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5.2 Sobre o Programa Mandala

A investigacdo de grafos complexos consiste numa tarefa muito dificil caso nao
esteja disponivel uma ferramenta dedicada. Sem duavida, é praticamente
impossivel analisar visualmente milhares de interacdes génicas em busca de
alguma informagdo biolégica consistente. No contexto deste trabalho, a
comparacdo de quinze redes transcricionais diferentes (cada uma composta por
centenas de genes), com o objetivo de identificar as interagdes regulatérias comuns
aos pacientes com artrite reumatoide, s6 foi viavel gracas ao desenvolvimento do
programa Mandala.

De fato, a disponibilidade desta ferramenta causou um impacto bastante
positivo as pesquisas entdo realizadas pelo Grupo de Imunogenética Molecular.
Por exemplo, num trabalho recentemente desenvolvido pela Dra. Claudia
Macedo, o programa Mandala foi utilizado para interpretar as redes
transcricionais envolvidas na chamada expressdao génica promiscua (PGE) de
autoantigenos tissulares por mTECs (medullary thymic epithelial cells), fendmeno
essencial a formacdo de um repertério de células T tolerantes a antigenos
proprios.

A autora percebeu que os genes expressando autoantigenos tissulares
periféricos (PTAs) realmente estavam interconectados na rede. Dentre eles,
destaca-se o gene Gucy2d (guanylate cyclase 2d), que aparecia modulando 74
genes positivamente e 8 negativamente. Quando fora silenciado o gene Aire
(autoimmune regulator), o qual desempenha papel fundamental na PGE por
funcionar como fator de transcricdo de muitos PTAs, Gucy2d teve sua
expressdao diminuida, mas passou a induzir 78 e a reprimir 120 genes. A
explicacdo estd no fato do gene Gucy2d apresentar regides T- e G-boxes a
montante do cédon ATG correspondentes aos sitios de ligacdo da proteina

AIRE (MACEDO et al., 2009).
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O programa Mandala também foi ttil nas pesquisas realizadas por Adriane
Feijo Evangelista, que, ao longo de seu mestrado, investigou as redes de
regulacdo transcricional envolvidas no processo de diferenciacdo carcinogénica
de células tronco mesenquimais humanas (MSC). A autora observou que a
ocorréncia de algumas interacdes regulatérias dependia da origem das MSC:
enquanto os noés génicos ALCAM e TP53 apareciam apenas nas redes
caracteristicas de MSC obtidas a partir da medula 6ssea, os nés NRCAM e
PI3K1 eram exclusivos das redes génicas encontradas nas MSC provenientes do
corddo umbilical.

Por outro lado, foi possivel determinar que os genes PRKDC e GNGI12
apresentam grande atividade regulatéria em ambas as redes. Além disso, a
identificacdo de sequencias que interagem com fatores de transcricdo reforcam a
possibilidade de ocorréncia das interagdes propostas, as quais, segundo a autora,
dao “uma ideia panoramica do mecanismo de controle observado nas MSC”,
podendo decidir seu destino a diferenciacdo normal ou ao cancer (EVANGELISTA,
2009).

A receptividade da nova ferramenta pelos integrantes do laboratério acabou
motivando a sua disponibilizagdo a toda comunidade cientifica. Juntamente com o
Dr. Pedro R. Rodrigues Prado, analista de sistemas do Departamento de Genética
(FMRP), foi entdo desenvolvida uma pagina web com as mesmas funcionalidades
do programa Mandala.

Portando arquivos referentes a lista de genes e a matriz regulatéria, obtidas a
partir do software GeneNetwork, o usuério é capaz de representar uma rede
génica no formato textual, bem como obter as intera¢des regulatérias comuns a
duas redes. As opgdes quanto ao tipo de orientacdo no qual o resultado sera
organizado (ou seja, a partir dos genes que modulam ou que sdo modulados)
foram mantidas. Além disso, nessa versao é possivel escolher se os genes serdao

representados por meio do simbolo ou da respectiva identificacdo numérica (ID),
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que ndo ¢é redundante. O site ja estda disponivel no endereco:
http:/ /www.rge.fmrp.usp.br/mandala.

Com a possibilidade de utilizacdo do programa Mandala por qualquer pessoa
no mundo interessada em analisar as redes génicas obtidas a partir de um software
tao difundido quanto o GeneNetwork, espera-se ajudar, de alguma forma, a dar

ainda mais visibilidade a produgao cientifica da Universidade de Sao Paulo.
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6 CONCLUSOES

% Neste trabalho, dados de expressdo génica obtidos por meio da tecnologia de
cDNA microarrays foram utilizados para inferir as redes de regulagdo
transcricional envolvendo loci de suscetibilidade a artrite reumatoide que sao
caracteristicas de pacientes organizados de acordo com o nivel de atividade da
doenca, presenca do epitopo compartilhado HLA-DRB1 e de anticorpos contra

peptideos citrulinados ciclicos, além do tipo de medicamento recebido.

% Dentre as interacdes génicas observadas, destaca-se a regulacdo transcricional
exercida pelo epitopo compartilhado HLA-DRB1, localizado no loci de
suscetibilidade 6p21.3, sobre o gene FNDC3A, responsavel por codificar uma
proteina com dominios da molécula de fibronectina, a qual participa da montagem
da matriz extracelular de tecidos conjuntivos, como membrana sinovial e

cartilagem articular.

% Outra interagdo génica de grande interesse é a regulacao transcricional exercida
pelo gene ITGA5, pertencente ao loci de suscetibilidade 12q11-q13, sobre SLC3A2.
As proteinas sintetizadas por ambos os genes interagem fisicamente e estdo

associadas a manutencao da matriz extracelular de fibronectina.

% Também foi desenvolvido o programa Mandala, capaz de fornecer uma
representacdo textual para as redes génicas obtidas a partir do software

GeneNetwork, bem como identificar as interacdes comuns a duas redes

regulatorias. Ele esta disponivel no endereco http:/[www .ree.fmrp.usp.br/mandala.
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#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

struct Nome{
char gene[25];

|7

struct Posicao{

char matriz[2000];

|5

struct Frase{
char palavra[25];
|7

void grafo UMA_COR()
{

FILE *fp;

FILE *fs;

FILE *ft;

int a=0;
int b;
intc;
int x;
inty;

int opcao_pesquisa;

Apéndice A

/*CODIGO-FONTE DO PROGRAMA MANDALA*/

/* Bibliotecas padrdo */

/ *Estrutura global: lista de genes */

/* Estrutura global: matriz regulatéria */

/* Estrutura global: frases dos arquivos a serem comparados */

/* Funcdo para interpretacdo textual de grafos cujas interacées ndo assumem */
/* valores positivo ou negativo. Ou seja, neste caso, os genes apenas modulam ou ndo */

/* Variaveis locais: apontadores de arquivo */

/* Variaveis locais: inteiros */

char nome_matriz_regulatoria[50];
char nome_lista_genes[50];
char nome_resultado[50]; /* Variaveis locais: strings [tamanho maximo] */

char genes[25];

struct Nome *nome;

/* Varidveis locais: apontadores para as estruturas globais */

struct Posicao *posicao;

if((nome=(struct Nome*)malloc(2000*sizeof(struct Nome)))==NULL) /* Procedimento para garantir */

{ /* alocagdo suficiente de memoria */
printf("N&o foi possivel alocar meméria suficiente!\n"); /* da estrutura global Nome */
exit(1); /* 2000 é o nim. maximo de genes */

} /* manipulados pelo GeneNetwork */
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if((posicao=(struct Posicao*)malloc(2000*sizeof(struct Posicao)))==NULL) /* Procedimento para garantir */

{ /* alocagdo suficiente de memoaria */
printf("N&o foi possivel alocar memdria suficiente!\n"); /* da estrutura global Posicao */
exit(1); /* 2000 é o nim. maximo de genes */

} /* manipulados pelo GeneNetwork */

printf("\nDigite o nome do arquivo correspondente a lista de genes:\n"); /* Pede ao usudario entrar com o */

scanf("%s", &nome_lista_genes); /* arquivo com a lista de genes */
if (( fp = fopen(nome_lista_genes, "r")) == NULL) /* Verifica se o arquivo existe */
{
printf("\nN&o foi possivel abrir o arquivo! Verifique se o nome fornecido esta correto.\n");
exit(1); /* Se ndo, emite mensagem de erro e aborta */
}
printf("\n");
while(!feof(fp)) /* Lé o arquivo com a lista de genes até o final */
{
at++;
fgets(genes,25,fp);

strcpy(nomel[al.gene,genes);
printf("%s", nome[al.gene);

}

printf("O nimero de genes nesta lista é: %d\n", a); /* Imprime na tela o nimero total de genes na lista */

printf("\nDigite o nome do arquivo correspondente a matriz regulatéria:\n"); /* Pede ao usuario entrar com */

scanf("%s", &nome_matriz_regulatoria); /* o arquivo da matriz regulatéria */
if(( fs = fopen(nome_matriz_regulatoria, "r")) == NULL) /* Verifica se o arquivo existe */
{

printf("\nN3o foi possivel abrir o arquivo! Verifique se o nome fornecido esta correto.\n");

exit(1); /* Se ndo, emite mensagem de erro e aborta */
}
printf("\nDigite o nome do arquivo que receberd o resultado da andlise.\n"); /*Pede ao usuario digitar o */
printf("O arquivo deve ter extensdo '.txt'.\n"); /* nome do arquivo de resultados */
scanf("%s", &nome_resultado);
if (( ft = fopen(nome_resultado, "w")) == NULL) /* Procedimento de verificacdo */
{

printf("O arquivo que recebera o resultado ndo pode ser aberto!\n");

exit(1);
}
for(b=1; b<=a; b++) /* Lé o arquivo com a matriz regulatéria até o final */
{

for(c=1; c<=(a+2); c++)

{

posicao[b].matriz[c]=fgetc(fs);

}

}
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printf("\n"); /* Imprime na tela o seguinte menu */
printf("********************************************\n");
printf("* Deseja realizar a pesquisa a partir dos: *\n");
printf("* *\n");
printf("* 1 - Genes que modulam *\n");
printf("* 2 - Genes que sdo modulados *\n");

pﬁntﬂ"********************************************\n\n“y
scanf("%d", &opcao_pesquisa);
while(opcao_pesquisa<1 | | opcao_pesquisa>2)  /* Verifica se o usudrio digitou uma opcdo valida (1 ou 2) */

{

printf("\nDigite 1 ou 2\n"); /* Se ndo, confirma junto ao usuario */
scanf("%d", &opcao_pesquisa);
}
if(opcao_pesquisa==1) /* Opcdo 1: o resultado serd apresentado da seguinte maneira: */
{ /* O gene X modula os genes Y, Z, etc */
printf("A pesquisa foi realizada a partir dos genes que modulam.\n");
for(x=1; x<=a; x++) /* Varre toda a matriz regulatdria, de cima para baixo... */
{
if(x!=a)
{
fprintf(ft, "O gene %smodula os genes:\n", nome[x].gene);
for(y=1; y<=a; y++) /* ... e da esquerda para direita, respectivamente */
{
if(posicao[x].matriz[y]=="'1") /* Se a matriz indica a existéncia de interagdo*/
{
fprintf(ft, "%s", nome[y]l.gene); /* Correlaciona os genes envolvidos */
}
}
fprintf(ft, "\N-------m=mmmmmm e \n\n");  /* Imprime separador */
}
else /* Laco especialmente desenvolvido para o ultimo registro da lista */
{ /* de genes, faz 0o mesmo que o laco imediatamente anterior */
fprintf(ft, "O gene %s\nmodula os genes:\n", nome[x].gene);
for(y=1; y<=a; y++)
{
if(posicao[x].matriz[y]=="1")
{
fprintf(ft, "%s", nome[y].gene);
}
}
fprintf(ft, "\n \n\n");
}
}
}
}
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else
{
if(opcao_pesquisa==2) /* Opcdo 2: o resultado serd apresentado da seguinte maneira: */
{ /* Os genes Y, Z e etc. sdo modulados pelo gene X */
printf("A pesquisa foi realizada a partir dos genes que sdo modulados.\n");
for(y=1; y<=a; y++) /* Varre toda a matriz regulatdria, da esquerda para direita... */
{
if(y!=a)
{
fprintf(ft, "O gene %sé modulado pelos genes:\n", nome[y].gene);
for(x=1; x<=a; x++) /* ... e de cima para baixo, respectivamente */
{
if(posicao[x].matriz[y]=="1") /* Se a matriz indica que ha interagdo */
{
fprintf(ft, "%s", nome[x].gene); /* Correlaciona os genes */
} /* envolvidos */
}
fprintf(ft, "\n \n\n"); /* Imprime separador */
}
else /* Lago especialmente desenvolvido para o ultimo registro da lista */
{ /* de genes, faz 0o mesmo que o laco imediatamente anterior */
fprintf(ft, "O gene %s\né modulado pelos genes:\n", nome[y].gene);
for(x=1; x<=a; x++)
{
if(posicao[x].matriz[y]=="1")
{
fprintf(ft, "%s", nome[x].gene);
}
}
fprintf(ft, "\n \n\n"); /* Imprime separador */
}
1
}
}
printf("\nPronto!!\n"); /* Imprime na tela */

printf("\nAbra o arquivo resultante da andlise com o programa\n");
printf("Microsoft Office Word ou com o aplicativo WordPad MFC.\n");

fclose(fs);
fclose(fp); /* Fecha os apontadores para arquivos */

fclose(ft);

/* Termina a func¢do */
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void grafo DUAS_CORES() /* Funcgdo para interpretacdo textual de grafos cujas interacdes assumem */

{ /* valores positivo ou negativo. Procede da mesma maneira que a fun¢do anterior, */
FILE *fp; /* mas, neste caso, considera que os genes podem induzir ou reprimir */
FILE *fs;
FILE *ft;

int a=0;

int b;

intc;

int x;

inty;

int opcao_pesquisa;

char nome_matriz_regulatoria[50];
char nome_lista_genes[50];

char nome_resultado[50];

char genes[25];

struct Nome *nome;
struct Posicao *posicao;

if((nome=(struct Nome*)malloc(2000*sizeof(struct Nome)))==NULL)

{
printf("N&o foi possivel alocar memdria suficiente!\n");
exit(1);
}
if((posicao=(struct Posicao*)malloc(2000*sizeof(struct Posicao)))==NULL)
{
printf("N&o foi possivel alocar memdria suficiente!\n");
exit(1);
}

printf("\nDigite o nome do arquivo correspondente a lista de genes:\n");
scanf("%s", &nome_lista_genes);
if (( fp = fopen(nome_lista_genes, "r")) == NULL)

{
printf("\nN3o foi possivel abrir o arquivo! Verifique se o nome fornecido esta correto.\n");
exit(1);
}
while(!feof(fp))
{
a++;
fgets(genes,25,fp);
strcpy(nomel[al.gene,genes);
printf("%s", nome[a].gene);
}

printf("\n\nO numero de genes nesta lista é: %d\n", a);
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printf("\nDigite o nome do arquivo correspondente a matriz regulatéria:\n");

scanf("%s", &nome_matriz_regulatoria);

if(( fs = fopen(nome_matriz_regulatoria, "r")) == NULL)

{
printf("\nNao foi possivel abrir o arquivo! Verifique se o nome fornecido esta correto.\n");
exit(1);

}

printf("\nDigite o nome do arquivo que receberd o resultado da analise.\n");
printf("O arquivo deve ter extensdo ".txt'.\n");

scanf("%s", &nome_resultado);

if (( ft = fopen(nome_resultado, "w")) == NULL)

{
printf("O arquivo que recebera o resultado ndo pode ser aberto!\n");
exit(1);
}
for(b=1; b<=a; b++)
{
for(c=1; c<=(a+2); c++)
{
posicao[b].matriz[c]=fgetc(fs);
}
}

printf("\n");

B n m.
p”ntﬂ ********************************************\n L

printf("* Deseja realizar a pesquisa a partir dos: *\n");
printf("* *\n");
printf("* 1 - Genes que modulam *\n");
printf("* 2 - Genes que sdo modulados *\n");

pﬁntﬂ"********************************************\n\nuk

scanf("%d", &opcao_pesquisa);
while(opcao_pesquisa<l | | opcao_pesquisa>2)

{
printf("\nDigite 1 ou 2\n");
scanf("%d", &opcao_pesquisa);

}

if(opcao_pesquisa==1)

{
printf("A pesquisa foi realizada a partir dos genes que modulam.\n");
fprintf(ft, " \n");
fprintf(ft, " | RESULTADO DA PESQUISA [\n");
fprintf(ft, " \n\n\n");
fprintf(ft, " \n");
fprintf(ft,"| GENES QUE INDUZEM [\n");
fprintf(ft, " \n\n");
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for(x=1; x<=a; x++) /* Varre toda a matriz regulatdria, de cima para baixo... */
{
if(x!=a)
{
fprintf(ft, "O gene %sinduz os genes:\n", nome[x].gene);
for(y=1; y<=a; y++) /* ... e da esquerda para direita, respectivamente*/
{
if(posicao[x].matriz[y]=="1") /* Se a matriz indica que ocorre indugdo */
{
fprintf(ft, "%s", nome[y].gene); /* Correlaciona os genes envolvidos*/
}
}
fprintf(ft, "\n\n");
}
else /* Laco especialmente desenvolvido para o dltimo registro da lista */
{ /* de genes, faz o mesmo que o lagco imediatamente anterior */
fprintf(ft, "O gene %s\ninduz os genes:\n", nome[x].gene);
for(y=1; y<=a; y++)
{
if(posicao[x].matriz[y]=="1")
{
fprintf(ft, "%s", nome[y].gene);
}
}
fprintf(ft, "\n\n");
}
}
fprintf(ft, "\n \n");
fprintf(ft, "| GENES QUE REPRIMEM |\n");
fprintf(ft, " \n\n");
for(x=1; x<=a; x++) /* Reinicia a leitura da matriz regulatéria na mesma ordem */
{
if(x!=a)
{
fprintf(ft, "O gene %sreprime os genes:\n", nome[x].gene);
for(y=1; y<=a; y++)
{
if(posicao[x].matriz[y]=="'2") /* Se a matriz indica que ocorre repressdo */
{
fprintf(ft, "%s", nome[y].gene); /* Correlaciona os genes envolvidos*/
}
}
fprintf(ft, "\n\n");
}
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else
{
fprintf(ft, "O gene %s\nreprime os genes:\n",nome[x].gene);
for(y=1; y<=a; y++)
{
if(posicao[x].matriz[y]=="2")
{
fprintf(ft, "%s", nome[y].gene);
}
}
fprintf(ft, "\n\n");
}
}
}
else
{
if(opcao_pesquisa==2)
{
printf("A pesquisa foi realizada a partir dos genes que sdo modulados.\n");
fprintf(ft, " \n");
fprintf(ft, "| RESULTADO DA PESQUISA \n");
fprintf(ft, " \n\n\n");
fprintf(ft, " \n");
fprintf(ft, "| GENES QUE SAO INDUZIDOS |\n");
fprintf(ft, " \n\n");
for(y=1; y<=a; y++) /* Varre toda a matriz regulatdria, da esquerda para direita... */
{
if(y!=a)
{
fprintf(ft, "O gene %sé induzido pelos genes:\n", nomel[y].gene);
for(x=1; x<=a; x++) /* ... e de cima para baixo, respectivamente */
{
if(posicao[x].matriz[y]=="1") /* Se a matriz indica que ha indugdo */
{
fprintf(ft, "%s", nome[x].gene);  /* Correlaciona os genes */
} /* envolvidos */
}
fprintf(ft, "\n\n");
}
else
{

fprintf(ft, "O gene %s\né induzido pelos genes:\n", nomel[y].gene);
for(x=1; x<=a; x++)
{

if(posicao[x].matriz[y]=='1")

{

fprintf(ft, "%s", nome[x].gene);
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fprintf(ft, "\n
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}

1
fprintf(ft, "\n\n");

\n");

fprintf(ft, "| GENES QUE SAO REPRIMIDOS |\n");

fprintf(ft, "

\n\n");

for(y=1; y<=a; y++) /* Reinicia a leitura da matriz regulatéria na mesma ordem */

{

}

printf("\nPronto!!\n");

if(y!=a)

{

else

fprintf(ft, "O gene %sé reprimido pelos genes:\n", nomel[y].gene);
for(x=1; x<=a; x++)

{
if(posicao[x].matriz[y]=="2"') /* Se a matriz indica que ocorre repressdo */
{
fprintf(ft, "%s", nome[x].gene); /* Correlaciona os genes */
} /* envolvidos */
}

fprintf(ft, "\n\n");

fprintf(ft, "O gene %s\né reprimido pelos genes:\n", nome[y].gene);
for(x=1; x<=a; x++)

{
if(posicao[x].matriz[y]=="2")
{
fprintf(ft, "%s", nome[x].gene);
}
}

fprintf(ft, "\n\n");

printf("\nAbra o arquivo resultante da andlise com o programa\n");
printf("Microsoft Office Word ou com o aplicativo WordPad MFC.\n");

fclose(fs);
fclose(fp);
fclose(ft);
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void compara_REDES() /* Funcdo para comparacdo de duas redes regulatoérias */
{

FILE *fp;

FILE *fs; /* Varidveis locais: apontadores de arquivo */

FILE *ft;

char primeira_rede[50];

char segunda_rede[50];

char resultado_comparacao[50]; /* Variaveis locais: strings [tamanho maximo] */
char frase_primeiro_arquivo[50];

char frase_segundo_arquivo[50];

int a=0;

int b=0;

int x; /* Varidveis locais: inteiros */
inty;

intg;

int h;

struct Frase *frasel;  /* Varidveis locais: apontadores para estrutura global */
struct Frase *frase2;

if((frasel=(struct Frase*)malloc(1000000*sizeof(struct Frase)))==NULL)  /* Procedimento para garantir */

{ /* alocagdo suficiente de memoria */
printf("N&o foi possivel alocar memdria suficiente!\n"); /* da estrutura global Frase */
exit(1); /* 1000000 é o nim. maximo de */

} /* interagOes na primeira rede */

if((frase2=(struct Frase*)malloc(10000000*sizeof(struct Frase)))==NULL) /* Idem ao anterior para a 22 rede*/
{

printf("N&o foi possivel alocar memaria suficiente!\n");

exit(1);
}
printf("\nDigite o nome do arquivo com o resultado da primeira rede:\n"); /* Pede para que o usuario entre */
scanf("%s", &primeira_rede); /* com o arquivo correspondente */
if (( fp = fopen(primeira_rede, "r")) == NULL) /* Verifica se o arquivo existe */
{
printf("\nN3o foi possivel abrir o arquivo! Verifique se o nome fornecido esta correto.\n");
exit(1); /* Se ndo, emite mensagem de erro e aborta */
}
while(fgets(frase_primeiro_arquivo,50,fp)!=NULL) /* Lé todo o arquivo contendo a interpretagdo textual */
{ /* para a primeira rede, armazenando suas frases */
at++;
strcpy(frasel[a].palavra, frase_primeiro_arquivo);
}
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printf("\nDigite 0 nome do arquivo com o resultado da segunda rede:\n"); /* Pede para que o usuario entre */

scanf("%s", &segunda_rede); /* com o arquivo correspondente */
if (( fs = fopen(segunda_rede, "r")) == NULL) /* Verifica se o arquivo existe */
{
printf("\nN&o foi possivel abrir o arquivo! Verifique se o nome fornecido esta correto.\n");
exit(1); /* Se ndo, emite mensagem de erro e aborta */
}
while(fgets(frase_segundo_arquivo,50,fs)!=NULL) /* Lé todo o arquivo contendo a interpretacdo textual */
{ /* para a primeira rede, armazenando suas frases */
b++;
strcpy(frase2[b].palavra, frase_segundo_arquivo);
}
if(strcmp(frasel[2].palavra, frase2[2].palavra)!=0) /* Procedimento para verificar se os */
{ /* arquivos sdo comparaveis entre si */
printf("\nCertifique-se de que estes arquivos sdo comparaveis!\n");
printf("Enquanto num aparece 'O gene (...) modula', no outro aparece 'O gene (...) € modulado'\n");
exit(1);
}
printf("\nDigite o nome do arquivo que receberd o resultado da comparacdo.\n"); /*Pede ao usuario digitar o */
printf("O arquivo deve ter extensdo ".txt'.\n"); /* nome do arquivo de resultados */
scanf("%s", &resultado_comparacao);
if (( ft = fopen(resultado_comparacao, "w")) == NULL) /* Procedimento de verificagdo */
{
printf("O arquivo que recebera o resultado ndo pode ser aberto!\n");
exit(1);
}
for(x=1;x<=a;x++) /* Rotina de comparacdo entre os arquivos */
{
if(strstr(frasel[x].palavra, "O gene"))
{
for(y=1;y<=b;y++)
{
if(strcmp(frasel[x].palavra, frase2[y].palavra)==0)
{
g=X;
do
{
h=y;
do
{
if(strcmp(frasel[g].palavra, frase2[h].palavra)==0)
{
fprintf(ft, "%s", frase2[h].palavra);
}

139



Apéndice A

h++;

’

}while(!Istrstr(frase2[h].palavra, "---"));
g++;

’

lwhile(!strstr(frasel[g].palavra, "---"));

fprintf(ft, "\n \n\n"); /* Imprime separador */

}

printf("\nPronto!\n"); /* Imprime na tela */
printf("\nAbra o arquivo resultante da comparacdo com o programa\n");
printf("Microsoft Office Word ou com o aplicativo WordPad MFC.\n");

fclose(fs);
fclose(fp); /* Fecha os apontadores para arquivos */
fclose(ft);

} /* Termina a funcdo */

int main(void) /* Funcgdo principal, responsavel pelo direcionamento as trés funcbes anteriores */
int modulo_GeneNetwork; /* Variaveis locais: inteiros */
int opcao;

/* Recepgdo ao usuario com informagdes de autoria e instituigdo */
DrnE(1 s B EN INDO AQ PROGRAMA MANDALAI™ey pony.
printf("“Algoritmo para interpretacdo da matriz regulatdria proveniente do GeneNetwork™\n");
DrNtf("" Autor: Guilherme LIberato da Silya™ ===\ 1)
printf("~"""Mestrando em Cidncias drea Genetiga™ === ).
DrNtF (""" Grupo de IMUNogenetica Moleculap™====ww e .

printf("***********************************\n"); /* Imprime na tela o menu principal */
printf("* Digite uma das opgdes a seguir: *\n");
printf("* *\n");
printf("* 1 - Interpretar rede *\n");
printf("* 2 - Comparar redes *\n");

printf(“***********************************\n\n");

scanf("%d", &opcao);

140



Apéndice A

if(opcao==1) /* Se o usuério deseja interpretar uma rede génica */

{

else

printf("*************************************************************\n")'
’

printf("* Entre com o numero correspondente ao mddulo de inferéncia *\n");
printf("* utilizado no programa GeneNetwork: *\n");
printf("* *\n");
printf("* 1 - Boolean Network *\n");
printf("* 2 - Linear Model *\n");
printf("* 3 - S-Systems *\n");
printf("* 4 - Bayesian Network *\n");

H n m,
pr'ntf( *************************************************************\n\n )’

scanf("%d", &modulo_GeneNetwork);

while(modulo_GeneNetwork<1 | | modulo_GeneNetwork>4) /* Verifica se o usudrio digitou */

{ /*uma opcdo valida (1ou2ou3oué)*/
printf("\nDigite um nimero entre 1 e 4\n"); /* Se ndo, confirma junto ao usuario */
scanf("%d", &modulo_GeneNetwork);

}
switch(modulo_GeneNetwork) /* Direciona para a funcdo de interpretacdo adequada, de acordo com */
{ /* o tipo de interagdo caracteristico de cada mddulo do GeneNetwork */
case 1: printf("Maddulo utilizado: Boolean Network\n"); grafo_ UMA_COR(); break;
case 2: printf("Modulo utilizado: Linear Model\n"); grafo_ DUAS_CORES(); break;

case 3: printf("Modulo utilizado: S-Systems\n"); grafo_DUAS_CORES(); break;

case 4: printf("Mddulo utilizado: Bayesian Network\n"); grafo_ UMA_COR(); break;

}
if(opcao==2) /* Caso o usuario queira comparar duas redes regulatorias... */
{

compara_REDES(); /* ... o programa invoca a fungdo responsavel */
}

/* Fim da funcdo principal */
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CONTEMPORARY CHALLENGES IN AUTOIMMUNITY

Genetic Susceptibility Loci in Rheumatoid
Arthritis Establish Transcriptional
Regulatory Networks with Other Genes
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Linkage studies have identified the human leukocyte antigen (HLA)-DRBI as a putative
rheumatoid arthritis (RA) susceptibility locus (SL). Nevertheless, it was estimated that
its contribution was partial, suggesting that other non-HLA genes may play a role
in RA susceptibility. To test this hypothesis, we conducted microarray transcription
profiling of peripheral blood mononuclear cells in 15 RA patients and analyzed the
data, using bioinformatics programs (significance analysis of microarrays method and
GeneNetwork), which allowed us to determine the differentially expressed genes and to
reconstruct transcriptional networks. The patients were grouped according to disease
features or treatment with tumor necrosis factor blocker. Transcriptional networks
that were reconstructed allowed us to identify the interactions occurring between RA
SL and other genes, for example, HLA-DRBI interacting with FNDC3A (fibronectin type
IIT domain containing 3A). Given that fibronectin fragments can stimulate mediators
of matrix and cartilage destruction in RA, this interaction is of special interest and
may contribute to a clearer understanding of the functional role of HLA-DRBI in RA
pathogenesis.

Key words: rheumatoid arthritis; susceptibility loci; gene expression; gene networks

Introduction

Although environmental and genetic factors
are believed to contribute to the development
of autoimmune diseases, including rheuma-
toid arthritis (RA) [online Mendelian Inheri-
tance in Man (OMIM) number: 180300],'2
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they are strongly affected by susceptibility
loci (SL) that are distributed on chromo-
somes 1q31-q32, 1p13, 1p36.13,2q32.2-q32.3,
5q31, 6g23, 6p21.3, and 16pl3 (for review,
see OMIM at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez/dispomim.cgi?id=180300).

Patients with RA show considerable varia-
tion in disease progression and clinical out-
comes. Although genetically complex, the
genes in the human leukocyte antigen (HLA)
class II region on chromosome 6p21.3 have
been strongly associated with susceptibility to
the disease. Several HLA-DRBI alleles (*0401,
*0404, *0405, *0408, *0101, *0102, *1001,

Contemporary Challenges in Autoimmunity: Ann. N.Y. Acad. Sci. 1173: 521-537 (2009).
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and *1402) have been associated with RA,
depending on the population studied.® All
of these DRBI alleles share a highly con-
served amino acid sequence between positions
70-74 (OKRAA, ORRAA, or RRRAA) in
the third hypervariable region (HVR3), which
forms part of the peptide-binding pocket in the
DR heterodimer molecule. This conserved se-
quence has been commonly referred to as the
RA-shared epitope (SE).

Although the presence of a double dose of
HLA-DR SE alleles has been associated with
the outcome of RA,*® their contribution to
disease susceptibility is estimated to be approx-
imately 30%, strongly suggesting the participa-
tion of non-HLA genes. Moreover, RA patients
are complex and feature different laboratory,
clinical, and treatment characteristics that can
be used to predict disease severity.

Tor example, autoantibodies against cyclic
citrullinated peptides (anti-CCP antibodies) are
putative and good predictors of the develop-
ment of RA; they are highly specific for the
disease and can be detected years before the
first clinical manifestations.”

The presence of joint damage and signs
of disease activity are predictors of RA pro-
gression. Measurement of the disease activity
score 28 (DAS28) enables clinicians to moni-
tor the disease course and establish high- and
low-disease activity, helping to identify rapidly
progressing patients. High-disease activity is
strongly correlated with lower functional
capacities. !’

The introduction of monoclonal antibodies
that block the inflammatory cytokine tumor
necrosis factor (I'NF) as biologic therapeutic
agents has remarkably advanced the treatment
of RA. TNF blockers (anti-TNF) are frequently
prescribed following the failure of one or
several disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARD:s), such as methotrexate (MTX).
While anti-TNF therapy holds great promise
for many patients, a substantial percentage of
patients (40-60%) do not respond to either
DMARD or biologic therapy. Moreover, anti-
TNF therapy is expensive and can be associ-

Annals of the New York Academy of Sciences

ated with serious side effects, such as increased
risk of infection and malignancy.!! Efforts have
been concentrated on discriminating respon-
ders from nonresponding patients, particularly
those who are prone to develop serious toxicity
from TNF blockers.!!12

For this study, we hypothesized that the pres-
ence of HLA-DRBI alleles, which strongly in-
fluence disease susceptibility, plays a role by
interacting with other non-HLA genes, includ-
ing those also considered to be susceptibility
loci for RA.

Considering that RA is a complex disease
with many different features that could influ-
ence large-scale gene expression (transcriptome
profiling), the patients were grouped according
to: (1) the presence of HLA-SE in a single or
double dose, which may influence the outcome
of RA; (2) anti-CCP antibodies in the serum,
which is pathognomonic of RA; (3) disease ac-
tivity as evaluated by the DAS28, which may
be interpreted as a clinical phenotype; and (4)
treatment with a TNI blocker, which may in-
fluence the transcriptome profiling,

We used peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) because they may act as reporters of
ongoing chronic tissue inflammation via their
gene expression. The microarray method was
used and the data were analyzed by signifi-
cance analysis of microarrays method (SAM)
and GeneNetwork programs, which allowed
us to establish the transcriptional profiles of
RA patients stratified according to the fea-
tures mentioned above. We also highlighted
posttranscriptional interactions between some
of the expressed genes in each of these
comparisons.

Materials and Methods

Rheumatoid Arthritis Patients

All 15 patients fulfilled the 1987 revised cri-
teria of the American College of Rheumatol-
ogy for the diagnosis of RA.!® Of these, six
exhibited SE in a double dose (SE/SE), four
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in a single dose (SE/X), and five exhibited no
SE (X/X). According to the DAS28,'* nine
patients exhibited DAS28 > 5.0 and six had
DAS28 < 5.0. Nine patients were positive for
anti-CCP antibodies and six were not. All pa-
tients were using DMARDs and low doses of
prednisone (<10 mg/day), and five were using
a TNF blocker (infliximab 3-5 mg/Kg/dose).
The patients were from urban southeastern
Brazil, whose population is ethnically distinct
and also an admixture of individuals between
European Caucasians, Middle Easterners, and
Black Africans. The study was approved by the
Ethics Committee of the University Hospital of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brazil
(protocol #8090/2001), and all patients pro-
vided an informed consent to participate in the
study.

Anti-CCP Antibody Detection

The detection of anti-CGCP2 IgG antibod-
ies was performed using commercially avail-
able ELISA kits containing synthetic peptides
(Quanta Lite anti-CCP 2, Inova, San Diego,
CA). The ELISA was performed according to
the manufacturer’s instructions. Serum samples
with results >20 U/mL were considered to be
positive.

HLA-DRB1 Typing, RNA Preparation,
and cDNA Microarray Hybridization

PBMCs were separated by Ficoll-Hypaque
(Sigma, St. Louis, MO) gradient density. DNA
was extracted using a classical salting-out
procedure. HLA-DRBI typing at a low- or
high-resolution level was performed using
PCR-amplified DNA hybridized with seque-
nce-specific primers, using commercially avail-
able kits (One-Lambda, Canoga Park, CA).

Total RNA was extracted from PBMCs, us-
ing Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) reagent
following the manufacturer’s instructions. The
integrity of the total RNA samples was evalu-
ated by denaturing agarose gel electrophoresis
under standard conditions and by Northern-

523

blot analysis, using a ?P-labeled oligonu-
cleotide probe recognizing the 28S rRNA frac-
tion (data not shown).

The gene expression of PBMCs was as-
sessed using glass slide ¢cDNA microarrays
prepared on silane-coated Ultra GAPS slides
(#40015, Corning®, New York, NY). The
4500 cDNA sequences were retrieved from the
human-expressed sequence tag (EST) cDNA
library (IMAGE Consortium, http://image.
hudsonalpha.org). Microarrays were prepared
based on published protocols, using PCR prod-
ucts from the cDNA clones' and a Generation
IIT Array Spotter (Amersham Molecular Dy-
namics, Sunnyvale, CA).

The cDNA complex probes derived from RA
patients and reference samples were prepared
by reverse transcription using 10 pg of total
RNA labeled with the Cy3 fluorochrome, us-
ing the CyScribe post labeling kit (GE Health-
care Life Sciences, Sunnyvale, CA). A 15-h pe-
riod was required for hybridization, followed by
washing using an automatic slide processor sys-
tem (ASP, Amersham Biosciences, Sunnyvale,
CA). Microarrays were scanned using a Gener-
ation Il laser scanner (Amersham Biosciences).
As a reference for the hybridization procedure,
we used equimolar quantities of cDNAs ob-
tained from the total RNA of different human
cell strains (Jurkat, Hela, HEp-2, and U343).
This approach allowed for the estimation of
the relative amount of cDNA target sequence
in each microarray spot.

cDNA Microarray Data Analysis

The microarray image quantification was
performed using Spotfinder software (http://
www.tm4.org/). The normalization process
was carried out using the R platform (http://
www.r-project.org), and statistical data were
analyzed using the Multiexperiment Viewer
(MeV) software (version 3.1; available online
at http://www.tm4.org/mev.html).!®

The SAM method!” was used for each in-
dependent sample, assigning a score to each
gene on the basis of change in gene expression
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relative to the standard deviation of repeated
measurements. SAM uses permutations of the
repeated measurements to estimate the per-
centage of genes identified by chance or the
false discovery rate (FDR = 0.005). Its objec-
tive is to construct a scatter plot displaying
the induced and repressed genes. The SAM
program 1is available online at (http://www-
stat.stanford.edu/~tibs/SAMY/).

Data obtained using SAM were used to
construct a Venn diagram identifying the
common and exclusively expressed genes of
each stratum (SE, anti-CCP, DAS28, treat-
ment with DMARDs plus TNF blocker).
Data mining of the genes was performed us-
ing SOURCE from the Stanford Microarray
Database (http://source.stanford.cdu).

Finally, the transcriptional regulatory net-
works were reconstructed using the GeneNet-
work program,'® which can be obtained
from the authors at (http://idv.sinica.edu.tw/
hchuang/GeneNetwork1.2Setup.exe). This al-
gorithm was used to compare the means of dif-
ferent gene expression values whose standard
deviation did not overlap. Its objective was to
compute a network that established relation-
ships between all genes. Bayesian statistics for
the network organization were used. In order
to organize networks with only genes whose ex-
pression values were significant, values for the
induced and repressed genes selected by the
SAM statistics were used. In this case, of
the 4500 sequences present on the microarray,
only those differentially expressed in each of the
four patient groups (HLA-DRBI SE positive,
anti-CCP antibodies, DAS28 > 5.0, and treat-
ment with DMARDs plus TNF blocker) were
included in the calculations of the GeneNet-
work software because of their statistical
significance.

Results

Differentially Expressed Genes

From the set of 4500 cDNA sequences
present on the microarray and used to trace
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the differential gene expression profiling, we
selected only those sequences that were posi-
tive in at least 86% (3876) of the microarray
hybridizations for statistical analysis.

To identify the variation in gene expres-
sion of the full data set and to search for
significant genes on the basis of differential
expression, SAM analyses were performed
for the following comparisons: SE haplotype
groups (presence of SE in double or single
dose versus no dose), anti-CCP antibodies
(positive vs. negative), disease activity scores
(DAS28 > 5.0 versus DAS28 < 5.0), and treat-
ment features (DMARDs plus TNF blocker vs.
only).

A Venn diagram was constructed to identify
the common and exclusively modulated genes
according to the above mentioned features
(Fig. 1).

The presence of SE in a single or double dose
identified 3675 differentially expressed genes
when compared to patients with no SE. The
presence of anti-CCP antibodies led to the dif-
ferential expression of 3645 genes observed in
patients exhibiting the autoantibody. Disease
activity modulated the expression of 3493 genes
that were observed in RA patients exhibiting
active disease (DAS28 > 5.0). Treatment mod-
ulated 3134 genes identified in patients treated
with DMARDs plus TNF blocker.

Gene Networks

As previously mentioned, the data of the sig-
nificantly expressed genes according to the pa-
tient groups as revealed by the SAM statistics
were entered into the GeneNetwork 1.2 pro-
gram in order to visualize their possible re-
lationships. All four groups of patients were
dynamic in terms of interacting genes (sum-
mary information provided in Table 1). The
Bayesian statistics used as a parameter to
compare patient samples allowing reconstruc-
tion of the networks enabled us to visualize
modulations of gene nodes over other genes,
that is, a gene node g modulating a gene

hg— h).
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DAS28 > 5.0

Anti-CCP

Figure 1. Venn diagram identifying the common and exclusively expressed genes of each
stratum: shared epitope (SE), anticyclic citrullinated peptides (CCP) antibodies, disease activity
score 28 (DAS28), and treatment with disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) plus

tumor necrosis factor (TNF) blocker.

Among the differentially expressed genes in
the SE-positive patient group, a set of 52 was
found to participate in their respective net-
work, and of these, 11 (SMA, FL722536, GST,
ETNK1, INF236, LIN28B, NUP153, PECR,
EFHCI, and HLADRBI) represented gene
nodes positioned on RA SL. chromosomal re-
gions (Fig. 2A).

The patient group with positive anti-CCP
antibodies featured a set of 22 genes that
participated in their respective network, and
of these, nine (PECR, FLj22536, EFHCI,
USP45, CDC40, STX7, ETNKI, OSTM1, and
LIN28B) were gene nodes positioned in RA SL
(Fig. 2B).

The DAS28 > 5.0 patient group featured a
set of 39 genes in their respective network, and
of these, 10 (USP45, ETNKI1, PECR, NUPI153,
GSTA4, INF236, LIN28B, SLC3841, EFHC]I,
and HLA-DRBI) were gene nodes positioned
in RA SL (Fig. 2C).

Finally, the group of patients treated with
DMARDs plus TNF blocker featured 19
genes in their network, and of these, eight

(GSTA4, INF236, USP45, 2SCAN16, FAM46A,

PDEIB, ITGA5, and ETNKI) were gene
nodes positioned in RA susceptibility loci
(Fig. 2D).

Discussion

Autoimmune diseases, including RA, repre-
sent one of greatest medical and biological chal-
lenges because of their multifactor origin and
heterogeneous features. Imbalance in the con-
trol of central tolerance mechanism by means
of thymic expression of genes that code for pe-
ripheral tissue antigens is gaining support as a
mechanism for such immune dysfunction.!®2
Moreover, several environmental factors, such
as lifestyle and food, may play a role as triggers
in genetically susceptible individuals. In the
case of RA—but not restricted to it—genetic
factors strongly affect disease susceptibility, in-
cluding HLA-DRBI alleles situated on the chro-
mosome 6p21.3 region.

Candidate gene studies and genome-wide
linkage analysis are the two primary ap-
proaches used to identify relevant genes in
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TABLE 1. Genes Whose mRNAs Participate in the Networks Depicted in Figure 2A-D.

Accession
Gene Symbol Gene Name Number Cytoband Summary Function
ADCY1 Adenylate cyclase 1 (brain) R14114.1 7pl3-pl2 cAMP biosynthetic process
ADD2 Adducin 2 (B) R19254.1  2pl4-pl3 immune system development
ADIPORI1 Adiponectin receptor 1 R62584.1 1p36.13-q41 serve as receptors for
adiponectin, fatty acid
oxidation and glucose uptake
by adiponectin
ANAPC2 Anaphase-promoting R33244.1  9q34.3 cellular macromolecule
complex subunit 2 biosynthetic process, termed
the anaphase-promoting
complex (APC)
ANKRD56 Ankyrin repeat domain 56 R24589.1  4q21.1 unknown
Cllorf71 Chromosome 11 open R19933.1 11q14.2-q14.3  unknown
reading frame 71
C12orf51 Chromosome 12 open R71499.1 12q24.13 unknown
reading frame 51
Cl4orfl12 Chromosome 14 open R18677.1 14q24.2 unknown
reading frame 112
Chorf42 Chromosome 5 open R37164.1  5pl3.2 unknown
reading frame 42
C6orf166 Chromosome 6 open R69874.1  6ql5 unknown
reading frame 166
C6orf170 Chromosome 6 open R73756.1  6q22.31 regulation of signal transduction
reading frame 170 and hydrolase activity
C7orf43 Chromosome 7 open R21690.1 7q22.1 unknown
reading frame 43
CCDC22 Coiled-coil domain R46105.1  Xpll.23 unknown
containing 22
CCL28 Chemokine (C-C motif) R36539.1 S5pl2 immunoregulatory and
ligand 28 inflammatory processes
CDC14A CDC14 cell division cycle T74426.1 1p21 dephosphorylation, regulation of
14 homologue A progression through cell cycle
(Saccharomyces cerevisiae)
CDC40 Cell division cycle 40 R70791.1  6q21 mRNA splicing
homologue (S. cerevisiae)
CEP350 Centrosomal protein R25352.1 1p36.13-q41 required for anchoring
350kDa microtubules to centrosomes
and for integrity of
microtubule network
CEP72 Centrosomal protein 72kDa R37706.1 5pl15.33 member of the
leucine-rich-repeat
superfamily of proteins,
localized to the centrosome
CHST10 Carbohydrate R16195.1  2qll1.2 Carbohydrate metabolic process,
sulfotransferase 10 learning and/or memory
CNTN2 Contactin 2 (axonal) R14151.1 1q32.1 cell adhesion, neurogenesis
COMMD?2 COMM domain containing ~ R23418.1  3q25.1 unknown
2
CORO1B Coronin, actin-binding R36510.1 11ql3.1 regulation of cell motility, signal

protein, 1B

transduction

Continued
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Accession
Gene Symbol Gene Name Number Cytoband Summary Function
CPEB3 Cytoplasmic R36999.1 10923.32 unknown
polyadenylation
element-binding protein
3
CPSF6 Cleavage and R18985.1 12q15 required for 3" RNA cleavage
polyadenylation specific and polyadenylation
factor 6, 68 kDa processing
CRB1 Crumbs homologue 1 R35113.1 1q31-q32.1 eye photoreceptor cell
(Drosophila) differentiation
CRY1 Cryptochrome 1 R19031.1 12q23-q24.1 DNA repair, regulation of
(photolyase-like) transcription, visual
perception
CTBS Chitobiase, di-N-acetyl- R56854.1 1p22 cellular polysaccharide metabolic
process
DDX49 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) R26193.1 19p12 unknown
box polypeptide 49
DHRS7B Dehydrogenase/reductase R36668.1 17pl2 metabolic process
(SDR family) member 7B
DKFZp686L-  Hypothetical gene R76726.1 8q21.3 unknown
supported by BX538329
14188
EFHC1 EF-hand domain R68083.1 6pl2.3 positive regulation of
(C-terminal) containing 1 programmed cell death, cation
homeostasis
EHMT1 Euchromatic histone-lysine R38436.1 9q34.3 Chromosome organization and
N-methyltransferase 1 biogenesis, protein
methylation
EMP2 Epithelial membrane R71514.1 16p13.2 cell development
protein 2
ETNK1 Ethanolamine kinase 1 R75813.1 12p12.1 Phospholipid and ethanolamine
biosynthetic process
EXPH5 Exophilin 5 R70812.1 11q22.3 intracellular protein transport
and cellular localization
FAM46A Family with sequence R71124.1 6ql4 unknown
similarity 46, member A
FAM70A Family with sequence R39187.1 Xq24 unknown
similarity 70, member A
FBXL3 F-box and leucine-rich R37265.1 13q22 protein ubiquitination
repeat protein 3
FLJ22536 Hypothetical locus R15860.1 6p22.3 unknown
LOC401237
FNDC3A Fibronectin type III domain R36431.1 13q14.2 unknown
containing 3A
FRMPD2L.2 FERM and PDZ domain R20356.1 10q11.21 unknown
containing 2 like 2
GAL3ST3 Galactose-3-O- R14066.1 11q13.1 Proteoglycan and carbohydrate

sulfotransferase

3

biosynthetic process

Continued
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Accession
Gene Symbol Gene Name Number Cytoband Summary Function
GART Phosphoribosylglycinamide ~ R14198.1 21q22.1|21q22.11  purine ribonucleoside
formyltransferase monophosphate biosynthetic
process
GPR172A G protein-coupled receptor  R18827.1  8q24.3 cell surface receptor for porcine
172A endogenous retrovirus
subgroup A
GPSM2 G protein signaling R25539.1 1pl13.3 cell surface receptor linked signal
modulator 2 (AGS3-like, transduction
Caenorhabditis elegans)
GSTA4 Glutathione S-transferase T66320.1 6pl2.1 response to stress
A4
GTF3C4 General transcription factor  R17802.1 9q34.13 transcription
IIIC, polypeptide 4, 90
kDa
HBB Hemoglobin, R69941.1 11pl5.5 positive regulation of nitric oxide
biosynthetic process,
determines the structure of the
B-chain in adult hemoglobin
HLA-DRBI1 Major histocompatibility H50622.1 6p21.3 antigen processing and
complex (MHC), class II, presentation of peptide or
DR B-3 polysaccharide antigen via
MHC class II
HMGCLLI1 3-hydroxymethyl-3- R34667.1 6pl2.1 metabolic process
methylglutaryl-
Coenzyme A lyase-like
1
HPS5 Hermansky—Pudlak R71594.1 11pl4 organelle organization and
syndrome 5 biogenesis, pigmentation
HSD11B2 Hydroxysteroid (11-8) R35081.1 1622 glucocorticoid biosynthetic
dehydrogenase 2 process
INPP5E Inositol polyphosphate-5- R36586.1 9q34.3 lipid metabolic process
phosphatase, 72
kDa
ITGAS Integrin, a-5 (fibronectin R32403.1 12qll-ql13 integrin-mediated signaling
receptor, a-polypeptide) pathway, cell adhesion
KCNT2 Potassium channel, R51505.1 1q31.3 potassium ion transport
subfamily T, member 2
LASS6 LAG1 homologue, R25481.1 2q24.3 regulation of transcription
ceramide synthase 6 DNA-dependent
LIN28B Lin-28 homologue B (C. R64358.1 6q21 regulation of transcription
elegans) DNA-dependent
LOC100129345 Hypothetical protein R24238.1 14q32.2 unknown
LOC100129345
LOC285954 Hypothetical protein R33696.1 7pl3 unknown
LOC285954
LOC56251 Hypothetical protein R38312.1 unknown
YH95C04
LOC654350 Similar to rat ribosomal R24333.1 15q22.31 unknown

protein L9 homologue

Continued
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Accession
Gene Symbol Gene Name Number Cytoband Summary Function
MALT1 Mucosa-associated T80158.1  18qg21 positive regulation of cytokine
lymphoid tissue production during adaptative
lymphoma translocation immune response, activation of
gene 1 nuclear factor (NF)-kf cascade
MOBP Myelin-associated R13982.1  3p22.1 nervous system development
oligodendrocyte basic
protein
N4BP1 NEDD4-binding protein 1 R28614.1 16ql2.1 unknown
NAGA N-acetylgalactosaminidase, R25825.1  22ql3-qter|22ql1  carbohydrate metabolic process
a-
NCAPG Non-SMC condensin I — 4pl15.33 mitotic sister chromatid
complex, subunit G segregation, M phase
NECAB2 N-terminal EF-hand T80509.1  16q23.3 unknown
calcium-binding protein 2
NLK Nemo-like kinase R70769.1 17ql11.2 negative regulation of Wnt
receptor signaling pathway,
regulation of transcription
NNAT Neuronatin R63918.1  20ql1.2-q12 brain development
NOL7 Nucleolar protein 7, 27 kDa  R69895.1  6p23 unknown
NPYIR Neuropeptide Y receptor R19478.1 4q31.3-q32 G protein signaling, coupled to
Y1 cAMP nucleotide second
messenger
NUP153 Nucleoporin 153kDa R40059.1  6p22.3 establishment of localization,
transport
OSTM1 Osteopetrosis-associated R69603.1  6¢21 myeloid leukocyte differentiation
transmembrane protein 1
PCDH17 Protocadherin 17 R49279.1  13q21.1 homophilic cell adhesion
PDE1B Phosphodiesterase 1B, H51117.1  12ql13 programmed cell death, visual
calmodulin-dependent learning
PECR Peroxisomal H84466.1  2q35 regulation of apoptosis, fatty acid
trans-2-enoyl-CoA biosynthetic process
reductase
PHF1 PHD finger protein 1 R37685.1 6p21.3 transcriptional repressor
PHLPPL PH domain and leucine rich ~ R25700.1  16q22.3 dephosphorylation
repeat protein
phosphatase-like
PIPSKI1A Phosphatidylinositol-4- — 1q22-q24 glycerophospholipid metabolic
phosphate 5-kinase, type process
La
PKD2 Polycystic kidney disease 2 R38199.1 4q21-q23 negative regulation of
(autosomal dominant) progression through cell cycle,
JAK-STAT cascade, calcium
ion transport
PLCE1 Phospholipase C, epsilon 1 R40791.1 10923 positive regulation of MAPK

activity, G protein signaling
coupled to IP3 second
messenger, diacylglycerol
biosynthetic process,
regulation of cell growth

Continued
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Accession
Gene Symbol Gene Name Number Cytoband Summary Function
POLRIE Polymerase (RNA) I R54238.1  9pl13.2 rRNA transcription
polypeptide E, 53kDa
POLR3E Polymerase (RNA) IIT (DNA R18902.1 16pl2.1 transcription
directed) polypeptide E
(80kD)
POMP Proteasome maturation R38655.1 13q12.3 immune response, protein folding
protein
PPCDC Phosphopantothenoylcysteine R33457.1 15q24.2 coenzyme A biosynthetic process
decarboxylase
PREPL Prolyl endopeptidase-like R15785.1  2p21 proteolysis
RAB37 RAB37, member RAS R25709.1 17q25.1 small GTPase-mediated signal
oncogene family transduction
RAPGEF1 Rap guanine nucleotide R76487.1  9q34.3 transmembrane receptor protein
exchange factor (GEF) 1 tyrosine kinase signaling
pathway
RBJ Rab and DnaJ domain H06266.1  2p23.3 small GTPase mediated signal
containing transduction
RBM23 RNA-binding motif protein 23 ~ R42182.1 14q11.2 increases transcription of
steroid-responsive
transcriptional reporters in a
hormone-dependent manner
S1PR1 Sphingosine-1-phosphate R20666.1 1p21 receptor for the lysosphingolipid
receptor 1 sphingosine 1-phosphate (S1P)
SCOC Short coiled-coil protein R34436.1  4q31.1 unknown
SERPINH1 Serpin peptidase inhibitor, R71093.1 11q13.5 molecular chaperone involved in
clade H (heat shock protein the maturation of collagen
47), member 1, molecules (autoantibodies to
(collagen-binding protein 1) this protein have been found
in patients with rheumatoid
arthritis)
SETBP1 SET-binding protein 1 R17655.1 18q21.1 unknown
SETDBI SET domain, bifurcated 1 R37131.1 1q21 establishment and/or
maintenance of chromatin
architecture, blastocyst
development
SLC38A1 Solute carrier family 38, R20471.1 12q13.11 glutamine transport
member 1
SLC38A1 Solute carrier family 38, R66555.1 12q13.11 glutamine transport
member 1
SLC3A2 Solute carrier family 3 T80267.1 11ql3 tryptophan transport, calcium
(activators of dibasic and ion transport, cell growth
neutral amino acid
transport), member 2
SMAD?2 SMAD family member 2 R33715.1 18q21.1 regulation of transcription,
mesoderm formation
SMAP2 Stromal membrane-associated ~ R20203.1 1p35.3-p34.1  unknown

G'TPase-activating
protein 2

Continued
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Accession
Gene Symbol Gene Name Number Cytoband Summary Function
SPEG SPEG complex locus R25020.1 2935 protein amino acid
phosphorylation, muscle
development
STX7 Syntaxin 7 R73740.1  6q23.1 post-Golgi vesicle-mediated
transport
SYN2 Synapsin II R38909.1  3p25 neurotransmitter secretion
SYN2 Synapsin II R49277.1  3p25 neurotransmitter secretion
TBC1D22B TBC1 domain family, T66272.1  6p21.2 regulation of Ras GTPase
member 22B activity, regulation of Rab
protein signal transduction
TCN1 Transcobalamin I (vitamin R11710.1 11qll-ql2 cobalamin transport
B12-binding protein, R
binder family)
TRIM27 Tripartite motif-containing HO08440.1  6p22 repression of gene transcription,
27 spermatogenesis
USP45 Ubiquitin specific peptidase ~ R15391.1  6ql6.3 proteolysis involved in cellular
45 protein catabolic process
XRCC6 X-ray repair T79976.1  22q13.2-q13.31  double-strand break repair via
complementing defective nonhomologous end joining,
repair in Chinese positive regulation of
hamster cells 6 (Ku transcription
autoantigen, 70 kDa)
ZNF236 Zinc finger protein 236 R25834.1  18q22-q23 regulation of transcription
DNA-dependent
ZNF385C Zinc finger protein 385C R20240.1 17q21.2 unknown
ZNF511 Zinc finger protein 511 R68665.1  10q26.3 regulation of transcription
DNA-dependent
ZNF718 Zinc finger protein 718 R37117.1  4pl6.3 unknown
ZSCAN16 Zinc finger and SCAN R35096.1  6p22.1 regulation of transcription

domain containing 16

DNA-dependent

In bold, sequences localized on susceptibility loci. JAK-STAT, Janus kinases - signal tranducer and activator of

transcription; MAPK, mitogen-activated protein kinase; IP3, inositol phosphate second messenger.

RA.?!"2 These studies have identified large re-
glons situated on different chromosomes that
harbor genes other than HLA that play their
roles in concert with HLA-DRBI, significantly
contributing to the genetic susceptibility to RA.
Recently, a novel and relevant lymphocyte sig-
nal transduction gene, PTPN22 (protein tyro-
sine phosphatase nonreceptor type 2), situated
on chromosome 1p13.3-p13.1, was identified
by a genome-wide scan and shown to be shared
by many autoimmune disorders, including RA,
systemic lupus erythematosus (SLE), and dia-
betes mellitus type 1.262

We agree with Yamamoto and Yamada?!
that candidate gene studies and linkage anal-
ysis are useful for locating susceptibility loci
but alone cannot provide a complete under-
standing of the mechanisms of RA. Associa-
tion studies using common allelic variants have
been proposed as a powerful method for iden-
tifying common variants that underlie disease
variants.?

In our point of view, although their function
is largely unknown, the non-HLA genes located
in susceptibility regions are likely to be differen-
tially expressed in RA (and other autoimmune
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Figure 2. Transcriptional gene networks reconstructed from cDNA microarray gene expression data of
the following patient groups. (A) SE haplotype, (B) presence of anti-CCP antibodies, (€) high DAS (DAS28
> 5.0), and (D) treatment with DMARDs plus TNF blocker. Arrows indicate the direction of gene interactions.
Numerals correspond to the number of patients in which the interaction occurs; HLA, human leukocyte antigen.
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Figure 2. (Continued)

diseases), and this can be revealed by means
of gene expression studies using microarray
technology.

Our group has pursued this idea and demon-
strated important features of the transcriptome
profile in autoimmune diseases, such as how T
lymphocyte gene expression is affected by im-

munosuppressive treatment in SLE patients,
the localization of new expressed sequence tags
(ESTs) originating from susceptibility loci in
SLE,?! the association of class Il HLA geno-
typing with differential gene expression in pa-
tients with type I diabetes mellitus,?? profil-
ing meta-analysis of large-scale gene expression
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between RA and SLE,* and, recently, recon-
structing transcriptional networks during thy-
mus ontogeny.**

In a recent study using the microarray
method, we demonstrated an association of the
differential gene expression profile of RA pa-
tients with their immunogenetic autoimmune
response, disease activity, and treatment fea-
tures. Many of the genes found were located in
RA susceptibility regions, and others had roles
in different biological processes, such as sig-
nal transduction, phosphorylation, and apop-
tosis.>> The study contributed to dissecting the
molecular complexity of RA and a better un-
derstanding of the influence of genes on the
disease phenotype and response to treatment.

Microarray technology has been used to dis-
criminate differences in gene expression pro-
files in tissue or PBMCs. Although tissue and
cells obtained from the site of inflammation
may more accurately reflect the ongoing patho-
genetic features of chronic diseases, both syn-
ovial tissue and PBMCs have been used to eval-
uate differences in gene expression profiles in
RA.323 If expression-based profiling is to be of
practical importance, the ease of sample acces-
sibility is crucial. In this context, peripheral im-
mune cells are the key sentinels of host defense,
being used to identify novel disease mediators,
disease variants, and treatment responses.’’ 39
Because the gene expression profile may be in-
fluenced by disease activity, the presence or ab-
sence of relevant genetic (SE) and autoimmune
biomarkers (anti-CCP antibodies), and even by
the treatment used, in this study we evaluated
the gene expression profile in PBMCs of RA pa-
tients stratified according to these variables. In
order to identify differentially expressed genes
influenced by each variable, a Venn diagram
was constructed (Fig. 1). The modulated genes
for each variable were then analyzed in terms of
their interactions by means of their respective
mRNASs transcripts (transcriptional networks)
(Fig. 2A-D).

Since deregulation of the immune system
has been implicated in the pathogenesis of
autoimmune disorders, these genes represent

Annals of the New York Academy of Sciences

a fruitful path toward the understanding of
their pathogenic features. In the following para-
graphs, we will discuss the features of some
of the important differentially expressed genes
whose mRNAs establish network interactions
for each variable evaluated in the present study.

Considering the modulated genes observed
in RA patients with SE in a single or dou-
ble dose (Fig. 2A), we pinpointed the following
gene nodes that established a transcriptional
network: the JNF236 (zinc finger protein 236)
gene located at chromosome 18q22-q23, which
is an RA SLregion. Its encoded protein is a zinc
ion-binding protein that interacts with DNA
and regulates transcription. In the network, this
gene interacted with 10 other genes, including
HGMCLLI, an RA SL located at chromosome
6pl2.1, and the PECR (peroxisomal trans-2-
enoyl-CoA reductase) gene, located at the chro-
mosome 2¢q35 RA SL region and encoding a
mitochondrial/peroxisomal protein with oxi-
doreductase activity that plays a role in apop-
tosis regulation. Their respective mRNAs in-
teract with two others (SLITRE3 and RBM?23).
This network also included the HLADRBI al-
lele, located at the chromosome 6p21.3 RA SL
region. The HLA-DRBI allele belongs to the
HLA class II B-chain paralogues. The class 11
molecule is a heterodimer consisting of an a-
(DRA) and a B-chain (DRB), both anchored in
the membrane. It plays a central role in the
immune system by presenting peptides derived
from extracellular proteins. Class II molecules
are expressed in antigen-presenting cells, and
DRBI variants are considered to be RA SEs
(shared epitopes), which play an important role
in disease susceptibility.

Some of these differentially expressed genes
have not yet been studied in association with
RA.

The presence of anti-CCP antibodies
(Fig. 2B), similar to the observations in
SE-positive patients, influenced the PECR
gene node, which interacts with RBMZ23 and
two other genes, including ID:149446 tran-
scribed sequence and GAL3ST35. The USP45
(ubiquitin-specific peptidase 45) gene, located
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at the chromosome 6q16.3 RA SL region, en-
codes a protein participating in the ubiquitin-
dependent protein catabolic process. The
OSTM]I (osteopetrosis-associated transmem-
brane protein 1) gene is located at chromo-
some 621, an RA SL, and encodes a pro-
tein that may be involved in the degradation
of G proteins via the ubiquitin-dependent pro-
teasome pathway. The encoded protein binds
to members of subfamily A of the regulator of
the G protein signaling (RGS) family through
an N-terminal leucine-rich region. This pro-
tein also has a central RING finger-like domain
and E3 ubiquitin ligase activity. This protein
is highly conserved from flies to humans, and
defects in the gene may cause the autosomal re-
cessive infantile malignant form of osteopetro-
sis (OMIM 259720). In this network, OSTM1
mRNA interacts with transcribed sequence
ID 144045.

In the patient group with a high score for
disease activity (DAS28 > 5.0) (Fig 2C), we
also observed the participation of the suscep-
tibility loci USP45 (6q16.3), PECR (2q35),
and INF236 (18q22-q23), although they es-
tablished interactions with other genes. HLA-
DRBI (6p21.3) and USP45 (6q16.3) simultane-
ously interacted with the FNDC3A (fibronectin
type III domain containing 3A) gene located at
chromosome 13q14.2.

In the patient group treated with TNF
blocker (Fig. 2D), we pinpointed the follow-
ing gene nodes: The GSTA4 (glutathione
S-transferase A4) gene is located at chromo-
some 6pl2.1, an RA susceptibility locus re-
gion, and showed interactions with four other
genes, including the GAL3ST3 (galactose-3-O-
sulfotransferase 3) gene, which encodes a pro-
tein integral to the membrane and plays a role
in carbohydrate binding. This network also fea-
tured NF236 and USP45 gene nodes, which
simultaneously interacted with the transcribed
sequence ID 142259 and the ADD2 (adducing
2-B) gene, located at chromosome 2p14-p13.

Although some of these genes had been pre-
viously associated with RA pathogenesis, others
were newly unveiled for future research.
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Taken together, these results indicate that
HLA SE profile, disease activity, treatment,
and anti-CCP antibodies all influence the pat-
tern of differential gene expression in RA.
In addition, the RA susceptibility loci previ-
ously identified by linkage studies are in fact
functional chromosomal regions whose mRNA
transcripts establish transcriptional regulatory
networks with other genes. In this regard, we
highlight the interaction between HILA-DRBI
and the FNDC34 gene located at chromosome
13q14.2, which was observed in SE-positive
and DAS28 > 5.0 patients. Given that fi-
bronectin fragments can stimulate mediators
of matrix and cartilage destruction in RA pa-
tients,***! this kind of interaction is of special
interest for better understanding the molecular
function of susceptibility loci in autoimmune
diseases.

Concluding Remarks

We realize that the cutting edge in au-
toimmune disease research is multifaceted. Im-
munobiology and medicine have a great chal-
lenge for the next decades to elucidate the
decision fate of T cell responses toward au-
toaggressive or protective routes.’> Moreover,
researchers are now exploring the possibility
of microbial infections*® and vaccination®™ as
triggers of autoimmune diseases. In our point
of view, all these environmental factors might
elicit autoimmunity depending on the individ-
ual genetic background. The present work re-
sumes a new avenue in autolmmunity research
establishing a link between linkage studies and
functional genomics of susceptibility loci.
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