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RESUMO

MAALOUF, Renato Kanda. Pesquisade polimorfismos de genes davia de
ativagcdo do AhR em camundongos suscetiveis e resistentes a artrite
experimental. 2022. 32 p. Trabalho de Conclusédo de Curso Biotecnologia para
Saude - Vacinas e Biofarmacos — Centro de Formacao de Recursos Humanos para
0 SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo, 2022.

INTRODUCAO: A Artrite Reumatoide (RA), doenca inflamatéria cronica autoimune
cujos eventos autoimunes primordiais ndo sdo totalmente conhecidos, envolve em
sua suscetibilidade tanto um elemento genético quanto fatores ambientais. Um
deles, a microbiota intestinal, pode modular significativamente o sistema imunologico
através de produtos do metabolismo microbiano, muitos dos quais sdo ligantes do
receptor de aril-hidrocarbonetos (AhR). O AhR é ativado por diversos ligantes,
exogenos ou enddgenos, 0S quais ativam programas transcricionais especificos,
sendo uma ponte entre estimulos ambientais e fisiologia, e situando-se na
multifatoriedade da Artrite  Reumatoide. A ativacdo do AhR ocorre mediante
interacdo com o translocador nuclear do AhR (ARNT), e pode ser reprimida através
da competicdo com seu repressor (AhRR). Os genes Arnt e Ahrr estdo contidos no
intervalo de confianca de dois loci de suscetibilidade a artrite mapeados em
camundongos selecionados fenotipicamente para alta (HIll) ou baixa (LIll) producéo
de anticorpos. Estas linhagens, quando submetidas ao modelo de artrite induzida
por pristane (PlA), demonstram suscetibilidade extremamente divergente,
possivelmente decorrente de suas genéticas distintas: completamente resistentes e
suscetiveis, respectivamente. Elas também albergam microbiotas intestinais
distintas, que podem ser parcialmente transferidas entre as linhagens, modulando os
fendtipos de suscetibilidade a artrite. O envolvimento dos genes da via do AhR na
progressdo da artrite reumatoide ainda € pouco explorado, porém é pertinente
investigar se os animais HIll e LIl apresentam alelos distintos destes genes, o0 que
poderia sugerir um papel no desenvolvimento da doenca, a ser avaliado em estudos
posteriores. OBJETIVO: Investigar presenca e distribuicdo de possiveis
polimorfismos dos genes Arnt e Ahrr em camundongos Hlll e LI, e suas eventuais
relevancias na suscetibilidade a PIA. METODOLOGIA: RNA de camundongos das
linhagens HIll e LIl foi convertido para cDNA por transcricdo reversa. O material
obtido foi amplificado por PCR com primers especificos para fragmentos dos genes
alvo, e entdo submetido a eletroforese, com posterior purificacdo do DNA do gel ou
do produto de PCR. Os produtos purificados foram entdo sequenciados.
RESULTADOS: Para o Arnt, trés de cinco fragmentos foram amplificados. Ja para o
Ahrr, apenas um de trés fragmentos foi amplificado. As reag¢des de sequenciamento
realizadas indicaram uma divergéncia de uma base entre os animais HIll e LIl em
um fragmento do Arnt, no entanto em uma sequéncia de baixa qualidade.
DISCUSSAO: Limitagdes intrinsecas aos genes, como baixa taxa de expressio e
extensas UTRs 3 de seus mRNAs, além de problemas técnicos que
comprometeram 0 sequenciamento das extremidades dos fragmentos
sequenciados, ndo permitiram concluir que a divergéncia encontrada seja um
polimorfismo, e ndo um artefato de sequenciamento. CONCLUSAO: A maior
fragmentagdo da sequéncia a ser amplificada, ou ainda a clonagem de fragmentos



do gene em plasmideos para posterior sequenciamento poderiam superar 0S
obstaculos encontrados no decorrer deste estudo, e indicam 0s proOximos passos a
serem seguidos na investigagdo do papel que a via do AhR exerce na
suscetibilidade a PIA.

Palavras-chave: autoimunidade. Arnt. Ahrr. camundongos selecionados

geneticamente. sequenciamento de cDNA.
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1 INTRODUCAO
1.1  Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide (RA) é uma doenca inflamatoria crénica autoimune de
prevaléncia global estimada em 0,46% (ALMUTAIRI et al., 2020), que acomete
principalmente mulheres de meia-idade. Suas manifestacdes clinicas costumam
incluir poliartrite, primeiramente de pequenas articulacbes e, posteriormente,
irradiando para as maiores. Histologicamente, € observada inflamacéo e proliferacéo
da sindvia, com subsequente erosdo de cartilagens e 0ssos articulares, resultando
em deformacdo e comprometimento das articulacbes (SYMMONS et al., 2003).
Apesar de ser caracterizada por manifestacdes clinicas bem definidas, estudar a
artrite reumatoide com base somente em casos clinicos ndo permite aprofundar o
entendimento dos eventos primordiais que desencadeiam 0 processo autoimune da
doenca, nem de todas as suas modulagbes, uma vez que na época do diagndstico

0s principais eventos desencadeadores da doenca ja ocorreram.

hY

A suscetibilidade a artrite reumatoide envolve elemento genético importante. Os
genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade, especialmente o gene HLA-
DRB1, desempenham um significativo papel na modulagdo da suscetibilidade
(MCINNES et al., 2011). Ainda assim, estes genes nao sao em si determinantes, de
modo que outros fora do MHC também estdo envolvidos. Além disso, a artrite
reumatoide também envolve fatores ambientais que interagem com a genética dos
pacientes. Um destes fatores, o tabagismo, tem sido apontado como atuante na
predisposicdo a RA (MCINNES et al., 2011). Outro destes fatores, a microbiota

intestinal, tem sido objeto de muitos estudos recentemente.

O microbioma intestinal € capaz de exercer uma significativa modulacdo sobre o
sistema imunoldgico, ao ponto de diversas patologias de componente imune serem
acompanhadas de disbiose da microbiota intestinal, caracterizada por reducdo da
diversidade bacteriana e por desbalanco em determinados grupos ou espécies de
bactérias. Em pacientes portadores de artrite reumatoide, ja foi observada disbiose
nos microbiomas oral e fecal, concomitante ao curso da doenca, e sua parcial
reversdao com o tratamento da artrite (ZHANG et al., 2015). Os autores constataram
a deplecdo de Haemophilus spp. e o aumento de Lactobacillus salivarius nos

microbiomas salivar, dentario e intestinal de pacientes acometidos pela artrite



reumatoide. Scher et al. (2013) também correlacionaram a abundancia de Prevotella
copri a doengca. O balanco existente entre sistema imune e microbiota pode ser
interessante para proporcionar um melhor entendimento dos estagios pré-clinicos da

doenga.

A compreensdo de aspectos precoces da etiologia da artrite reumatoide permitiria
abordagens clinicas em estagios iniciais da progressdo da doenca, otimizando e
racionalizando seu tratamento, e conferindo melhor progndstico aos pacientes

acometidos.

A interacdo entre a microbiota e o sistema imune pode ser mediada por produtos do
metabolismo microbiano que atuam como ligantes de receptores celulares
importantes para a regulacdo das atividades de linfécitos T e B, por exemplo. Um
destes grupos de metabolitos é o dos acidos graxos de cadeia curta, como acetato,
propionato e butirato (CORREA et al., 2016), que se ligam a receptores associados

a proteinas G.

Um outro grupo muito importante de metabdlitos bacterianos sdo os derivados do
aminoacido triptofano. Diversos destes metabdlitos sao ligantes do receptor de aril-
hidrocarbonetos (AhR).

12 AhR

O fator de transcricdo AhR (receptor de aril-hidrocarbonetos) foi primeiramente
descrito como receptor da 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD, ou dioxina),
xenobidtico toxico proveniente da queima de tabaco e da combustdo de derivados
de petrdleo (HUBBARD et al., 2015). Inicialmente, sua atividade era aceita como
sendo especffica & promoc¢do de genes das vias das enzimas metabolizadoras de
xenobidticos. No entanto, estudos recentes destacaram também os papéis
fisiologicos do AhR e a sua insercdo em vias ativadas também por ligantes
enddgenos (GUYOT et al., 2013).

A ativacdo do AhR, situado em forma inativa no citosol das células pela
complexacdo a chaperonas, ocorre mediante interacdo com ligantes especificos,
seguida pela translocacdo do complexo formado ao interior do nucleo celular. Neste

compartimento, o complexo previamente formado se dissocia, permitindo a formagao
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de nova associacado, desta vez entre o fator de transcricdo e o ARNT (translocador
nuclear do AhR), proteina jA& presente no espaco nuclear da célula. Este
heterodimero liga-se a elementos responsivos das regifes promotoras de genes-
alvo, recruta outras moléculas e o complexo resultante modula a transcricdo destes
genes (GUYOT et al, 2013). Outra molécula de interesse envolvida nas vias de
ativacdo do AhR € o seu repressor AhRR. Proteina nuclear capaz de se complexar
ao ARNT, o repressor do AhR compete com o fator de transcricdo pela formacéo de
heterodimero com a molécula translocadora. Analises recentes de cristalografia de
raios-X do complexo translocador-repressor também indicam que pode haver
competicdo entre AhR/ARNT e AhRR/ARNT pela ligacdo a sitios do DNA, num

mecanismo especifico de repressdo (SAKURAI, 2017).

O AhR pode ser ativado por uma ampla gama de ligantes, tanto exdgenos quanto
endégenos, podendo resultar no reconhecimento de elementos responsivos
distintos, com consequente ativacdo de programas transcricionais especfficos. Isto
faz do receptor de aril-hidrocarbonetos um fator de transcricdo de evidente
plasticidade, formando uma ponte entre estimulos ambientais e dinAmicas
fisiolégicas e, portanto, promissora aplicacdo em eventuais abordagens clinicas
(GUYOT etal., 2013).

Na artrite reumatoide j& foi verificado, tanto em modelos animais, quanto em
pacientes humanos, que o AhR é ativado por substancias provenientes da fumaca
de tabaco, e modula o agravamento de casos de RA. Em tal mecanismo, apds a
ativacdo do AhR, microRNAs como o0 miR-132 s&o expressos e exercem atividade
repressora do gene Ptgs2, codificador da enzima COX-2, intensificando a
osteoclastogénese (DONATE et al., 2021). Também ja foi demonstrado o papel que
o AhR exerce, de maneira ligante-especffica, na diferenciacdo de linfécitos T CD4*
para células Treg ou Th17 (QUINTANA et al., 2008), ambos de importancia na artrite
reumatoide e em modelos de artrite experimental. J& em modelos de artrite induzida
por colageno, constatou-se a ativacdo do AhR por metabdlitos de triptofano
secretados por bactérias intestinais e a subsequente modulagdo das células Breg e
reducdo da artrite. Evidenciou-se também que a suplementacdo de acidos graxos de
cadeia curta é capaz de estimular a producdo de tais metabdlitos por bactérias

intestinais (ROSSER et al., 2020). A regulacdo das relagcdes entre microbioma e
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hospedeiro situa o AhR na multifatoriedade intrinseca a artrite reumatoide. Associa-
se, atualmente, a ativacdo deste fator de transcricio ndo s6 a regulagdo e
homeostase das células imunologicas adjacentes ao sistema digestorio, mas
também a modulacdo da composicdo de sua microbiota. E considerando-se que a
RA apresenta um componente microbiano, principalmente intestinal, influente na
suscetibilidade, é pertinente investigar aspectos da via do AhR sob o prisma da

artrite reumatoide.
1.3 Artrite induzida por pristane em camundongos Hlll e LIl

Um dos modelos atualmente aplicados ao estudo da artrite reumatoide € a artrite
induzida por pristane (PIA), modelo baseado na injecdo intraperitoneal do pristane
(2,6,10,14 tetrametilpentadecano), 6leo mineral ndo-imunogénico, em camundongos
(POTTER et al, 1981; JENSEN et al., 2006). A injecdo do 6leo se segue o
desenvolvimento de uma artrite autoimune crénica bilateral, que reproduz diversos
atributos e especificidades da artrite reumatoide humana, como a dependéncia de
células T CD4+, producdo de autoanticorpos — tais como anti-colageno, anti-hsp e
fator reumatdide — e subsequente hipergamaglobulinemia, além de semelhanca
histopatolégica com a doengca humana (WOOLEY et al., 1989). Este modelo, ao
mesmo tempo em que reproduz o desenvolvimento crénico da inflamacdo nas
articulacbes, permite a investigacdo da sua regulacdo genética e dos seus
mecanismos imunoldgicos precoces, 0s quais ocorrem durante a fase pré-clinica do

desenvolvimento da doenca.

Linhagens de camundongos selecionadas fenotipicamente para alta (HIll) ou baixa
(LIl producdo de anticorpos contra antigenos de Salmonella (SIQUEIRA et al.,
1976), quando injetadas com pristane, demonstram suscetibilidades divergentes.
Enguanto os animais HIll se mostram completamente resistentes, a totalidade dos
animais LIl desenvolve quadros extremamente graves e precoces de artrite
(JENSEN et al., 2006). Possivelmente, a genética distinta entre Hlll e LIl exerce
uma influéncia neste fenotipo desde o estagio pré-clinico da PIA. No quarto dia poés-
pristane jA se observa um maior nimero de esplendcitos produtores de IL-13, IL-12
e TNF-a nos animais LIl do que nos HIll (JENSEN et al.,, 2006). Ao sétimo dia, a
linhagem LIII apresenta uma inflamacao peritoneal mais intensa e avancada do que

os animais HIll, consequéncia de niveis elevados de IL12p40, IL-18, IL-23 e de
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quimiocinas do tipo CC (ROSSATO et al, 2019). Por outro lado, a analise de
polimorfismos de base Unica (SNPs), microssatélites e da regido variavel do gene
H2-ebl indicam que tanto os camundongos HIll quanto os LIl apresentam o mesmo
haplétipo H-2 (H-2p, dados ndo publicados) e evidencia, portanto, que outros genes

devam desempenhar papel na suscetibilidade a artrite induzida por pristane.

Os animais LIl carregam o alelo Ahr®! de alta afinidade, enquanto os animais Hll
ttm o alelo Ahr? de baixa afinidade (observacdes pessoais). Nestas linhagens
também foram mapeados dois loci reguladores de fenotipos quantitativos da artrite,
o Prtial no cromossomo 3 (JENSEN et al., 2006) e outro no cromossomo 13 (dados
ndo publicados), ambos contendo em seu intervalo de confianga genes envolvidos
na ativacdo e regulacdo do AhR. Séo eles o Arnt e o Ahrr, genes codificadores das
proteinas homénimas localizados no QTL Prtial do cromossomo 3 € no cromossomo
13, respectivamente. No entanto, ainda ndo se sabe se estes genes apresentam
polimorfismo genético com potencial de influenciar o desenvolvimento da artrite

humana e em modelos animais.

Um outro aspecto divergente entre as linhagens HIlll e LIl € a microbiota intestinal.
Ainda que sejam criados em um mesmo ambiente, sujeitos as mesmas exposicoes,
constatou-se que os animais HlIll e LIl albergam microbiotas intestinais distintas (DA
SILVA SANTOS et al, 2017), possivelmente estabelecidas ao longo da selecéo
genética bidirecional, vinculada a modulacédo geral dos ambientes imunes intestinais
das duas linhagens. Ja foi observado que é possivel transferir parcialmente a
microbiota entre os animais HIll e LIl por meio de amamentacdo cruzada pelas
maes da linhagem oposta, e que esta transferéncia provoca modulagéo parcial dos
fendtipos de suscetibilidade a artrite. Nestes experimentos foi possivel induzir artrite
moderada em um camundongo HIII amamentado por uma mae LI, algo néo
observado ao longo dos 20 anos de emprego desta linhagem no modelo de PIA. Os
animais LI, amamentados por maes HIl, por sua vez, apresentaram menor
gravidade da doenca (JENSEN et al., manuscrito em elaboracao). Este ndo foi, no
entanto, o primeiro indicio da influéncia de microbiomas sobre a indugéo de artrite
por pristane. Ja havia sido constatado que, em animais livres de patdgenos
especificos (SPF), a PIA ndo progride (THOMPSON et al., 1993). Estes mesmos
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animais, no entanto, tornavam-se suscetiveis assim que transferidos para ambientes

convencionais.

O envolvimento dos alelos do gene AhR e dos genes Arnt e Ahrr, da via de ativacéo
do AhR, na progressao de quadros de artrite reumatoide ainda € um campo pouco
compreendido e explorado. No entanto, considerando-se a multifatoriedade da
doenca, as atribuicbes da via do AhR enquanto interface entre microbiota e sistema
imunolégico, e a aplicabilidade do modelo de artrite induzida por pristane,
especialmente em camundongos Hlll e LIl - os quais demonstram ndo somente uma
extrema divergéncia de suscetibilidade a PIA, mas também microbiotas distintas - se
faz pertinente investigar a presenca de polimorfismos em genes da via de ativacéo
do AhR nos animais HIll e LII, indicando possivel relevancia desta via nos

mecanismos patologicos de desenvolvimento da artrite.

2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca e distribuicdo de possiveis
polimorfismos dos genes Arnt e Ahrr em camundongos HlIll e LIIl, para que se possa
estudar a relevancia destes polimorfismos na resisténcia e suscetibilidade a artrite

reumatoide.

3 METODOLOGIA
3.1 Materiais bioldgicos

Os materiais bioldgicos deste estudo provém de experimentos conduzidos por
Rossato et al. (2019) para determinar a producdo peritoneal de quimiocinas e
citocinas em animais das linhagens HIl e LIl e sua correlaggo com a
suscetibilidade a PIA em camundongos, os quais foram realizados ap0s autorizacao
da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan — CEUAIB — sob os
protocolos N° 655/09 e 1110/13 (cDNA). Também utilizamos material biolégico
(6rgéos - baco e células peritoneais) do estudo relacionado ao protocolo CEUAIB N°
5563101019.



14

Resumidamente, o estudo envolveu a injecdo intraperitoneal de 0,5 mL do 6éleo
mineral pristane (Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO) em camundongos
machos e fémeas das linhagens Hilll e LIl com 2 a 4 meses de idade, mantidos sob
condi¢cbes convencionais no biotério do laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan. Foram aplicadas duas doses de pristane nos animais, separadas por
intervalo de 60 dias (protocolo N° 5563101019) ou apenas uma dose (protocolos N°
655/09 e 1110/13). Os camundongos foram observados por diversos periodos (até
200 dias) apos a primeira injecdo. Apos eutanasia em camara de CO», o peritbnio de
cada animal foi lavado com 3 mL de meio de cultura RPMI 1640, volume que foi
coletado, centrifugado por 5min/4°C e separado do pristane, antes de ser
armazenado a -80°C. O RNA total das células peritoneais coletadas foi extraido com
o emprego do llustra™ RNASpin Mini Kit (GE Healthcare Lifesciences,
Buckinghamshire, UK). Sua pureza e concentracdo foram determinadas em
espectrofotometro NanoVue® (GE Healthcare Lifesciences), e a sua integridade em
BioAnalyzer® 2100 (Agilent, EUA) com o kit RNA Nano 6000® (Agilent, Alemanha).
O baco removido destes animais foi processado de maneira semelhante as células
peritoneais, com excecdo de uma fase de ruptura mecéanica por agitacdo com

esferas de a¢o inox em um aparelho Tissue Lyser LT (Qiagen, Alemanha).

3.2 Transcricao Reversa

O RNA extraido foi diludo em &gua destilada, de modo a se atingir uma
concentragcdo padronizada entre todas as amostras (100ng/uL). Em seguida, foi
convertido a cDNA com o emprego de 6ligo dTi».18 ou dos primers especificos
(ARNT-R4 ou AHRR-R3, destacados na Tabela 1 e esquematizados nas Figuras 1 e
2), usando a GoScript Reverse Transcriptase (Promega, Madison, EUA), num
volume total de 20uL, de acordo com as instrugdes do fabricante. Utilizamos inputs
de RNA total entre 1 e 5 ug.

3.3 Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O cDNA obtido foi amplificado por PCR, usando Taq Polimerase (Sinapse, Inc.,
Brasil) e os primers relacionados na Tabela 1 e esquematizados nas Figuras 1 e 2. A

reacao foi realizada em um termociclador PTC-200 (MJ Research, EUA), em ciclos
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de temperaturas determinados pelas indicacdes da enzima comercial utilizada, com

ajustes empiricos direcionados a especificidade da reacéo.

As condicbes da PCR foram as seguintes: Desnaturacao inicial: 3 minutos/94°C; 30

a 40 ciclos de desnaturacéo (94°C/40 segundos; anelamento (entre 52°C e 61°C/35

segundos) e extensdo (72°Cl/entre 60 e 120 segundos), em um volume total de

30pL.

Os genes-alvo do experimento foram o Arnt e o Ahrr.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers para determinacdo da expressao génica relativa

no estudo
Gene Primer Sequéncia 5'-3' Tamanho do Posigao RefSeq
amplicon no mRNA
Amnt Arnt-F1 AATCTGCGGAGTGGCTCTTC 847 56-75 NM_001037737.2

Arnt-R1 GAAGACTGCTGGCCTTCCTT 902-883

Amnt-F2 GGTTCGGGAGCACACTGTAT 989 758-777

Amt-FIB GACAAAGAGCGGTTTGCCAG 729 355-374
Arnt-R1B GATGTAGCCTGTGCAGTGGA 1083-1064
Arnt-R2 CACAGGCTGGACAGAAACCT 1746-1727
Amt-F23B  CCACAGGAGCTCTTAGGGAAG 739 1264-1284
Amt-R23B  CAGGGTTGGAGTGACGTGAA 2002-1983
Amnt-F3 GTCACAGCTAGGTCCGACAG 1036 1590-1609
Amt-R3 TGAGGGAAGGGAAGGGAGAG 2625-2606
Arnt-R4 AGGGCATTTCTCCTTTCCTC - 2897-2878

Ahrr Ahrr-F1 TCCCAGAGATGAGAGAGCTGA 1200 16-36 NM_009644.3

Ahrr-R1 TCTCTGTCCCCTGAAGTCCC 1215-1196

Ahrr-F2 ACAGATAGGAGCCACTGGGC 1198 1112-1131
Ahrr-R2 GCCTCACCCACTGAGTTCTG 2309-2290

Ahrr-R3 AGCCTCTGAATTCCTGCTAC -

Ahrr-F5 ACCATAGGCACTCCATGCAAC 652 1503-1523
Ahrr-R5 CTGCTAGGCTACACACAGGG 2154-2135

Fonte: préprio autor, 2021.
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Figura 1 - Visdo esquemética das posi¢c6es dos primers para o sequenciamento da

regido codificante do gene Arnt

~— R4

UTR . ; UTR
T T

F2 — +~— R2

F3 — ~— R3

F1— +—Rl

F23B — +«—— R23B
F18 — «—— R1B

Fonte: préprio autor, 2021.

Inicialmente, o gene foi dividido em trés fragmentos - Arntl, Amt2 e Arnt3 -, 0s quais se sobrepdem
em suas extremidades. Com o comprometimento de trechos na reacdo de sequenciamento, foi
necessario desenhar primers referentes a duas novas posi¢cdes - AmtlB e Arnt23B - para completar a
sequéncia. O primer R4 foi utilizado para a sintese de cDNA sem a regido UTR 3. O esquema nao
esta em escala.

Figura 2 - Visdo esquemética das posi¢coes dos primers para 0 sequenciamento da

regido codificante do gene Ahrr

«— R3
UTR |  UTR
! !
F2 — +~— R2

Fonte: préprio autor, 2021.

Inicialmente o gene foi dividido em dois fragmentos - Ahrrl e Ahrr2. Com o insucesso na amplificacéo
de ambos, um now primer foi desenhado, referente & nova posicdo Ahrr5. O primer R3 foi utilizado
para a sintese de cDNA sem aregido UTR 3. O esquema nao esta em escala.

3.4  Eletroforese e purificacdo de DNA

Os produtos de PCR obtidos foram submetidos a eletroforese em géis de agarose
entre 1.5 e 2% (m/v) para a separacdo dos produtos amplificados e permitir a
extracdo seletiva da banda de interesse. A eletroforese transcorreu por cerca de 2
horas a 120 V, monitorada através de visualizacdo do gel em fotodocumentador
ImageMaster VDS (Pharmacia LKB, Suécia). Assim que se obteve uma resolugédo
entre bandas que permitisse a seccdo especifica do fragmento desejado, o gel foi
cortado sobre transiluminador e o fragmento purificado com o QIAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen, Alemanha) e eluicdo final em 30uL de agua destilada RNAse
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free. Nas reac6es de PCR que apresentaram bandas Unicas e bem definidas, os

amplicons foram purificados com o sistema ExoProStar® (Cytiva Biosciences, EUA).
3.5 Sequenciamento

Para as reacgfes de sequenciamento, adicionamos 200 ng dos amplicons purificados
e 1,6 pmol de primer em um volume de 10 uL. O sequenciamento foi realizado num
sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA) do laboratorio
de Bacteriologia do Instituto Butantan, usando o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Thermofisher, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Sequenciamento do gene Arnt nas linhagens Hlll e LIl

Considerando o tamanho do mRNA do Arnt, de mais de 4 mil pares de bases, e a
sua composicdo de éxons, introns e regides ndo codificantes (UTR - untranslated
regions), optou-se pela tentativa de amplificar o gene por fragmentos, com o
desenho de uma série de primers especificos a sequéncias menores do Arnt, com
sobreposicdo entre si e que quando combinadas reconstituissem a sequéncia

codificante completa do gene.
4.1.1 Amplificacdo de fragmentos do Arnt nas linhagens Hill e LIl

A sequéncia da regiao codificante do Arnt (excluindo as UTRs &’ e 3’) foi dividida em
trés fragmentos, para os quais foram desenhados os pares de primers especificos
ARNT-F1/R1, ARNT-F2/R2, e ARNT-F3/R3, empregados na PCR das amostras das
linhagens HIll e LII. Conseguimos amplificar os fragmentos Arnt2 e Arnt3 (Figura 3),
os quais foram posteriormente purificados com o sistema ExoProStar® (Cytiva

Biosciences, EUA), e sequenciados.

O fragmento Arntl nédo foi amplificado com sucesso. Uma das possibilidades € que a
sintese do cDNA ndo atingiu a extremidade 5 do mRNA, devido ao tamanho do

transcrito.
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Figura 3 - Gel de agarose com produtos de PCR para os primers ARNT-F1/R1,
ARNT-F2/R2, e ARNT-F3/R3

LIl HIlI HIl L HIl

pe— =

Fonte: préprio autor, 2021.

Ndo houve amplificacdo do fragmento Amntl (1). Os fragmentos Arnt2 (2) e Amnt3 (3) foram
amplificados com sucesso tanto nos animais LI, quanto nos HIll. Marcador de peso molecular
empregado: @X174 Haelll fragments (Invitrogen, EUA).

Apdés o sequenciamento génico, foi feita a avaliacdo da qualidade das sequéncias.
Usualmente, as extremidades das sequéncias apresentam menor qualidade e
confiabilidade, algo que foi levado em conta no desenho dos primers utilizados, os
quais incluiram sobreposicdo entre os fragmentos. O sequenciamento, no entanto,
comprometeu trechos maiores do que o esperado das extremidades dos fragmentos,
impedindo a sobreposi¢do confiavel dos mesmos e, portanto, a geragdo de uma
sequéncia continua do gene Arnt. Tendo em vista estas lacunas na sequéncia, foi
necessario desenhar primers intermediarios aos fragmentos originais, os quais foram
nomeados a seguinte maneira: ARNT-F1B e ARNT-R1B (fragmento parcial na
regido do fragmento Arntl); ARNT-F23B e ARNT-R23B (fragmento sobreposto aos
fragmentos Arnt2 e Arnt3) (Figura 1).

O processamento das amostras e a visualizacdo em gel de agarose mostraram
a amplificacdo dos fragmentos denominados como ArntlB e Arnt23B (Figura 4).
Ainda assim, a amplificacdo ndo se mostrou totalmente especffica, visto que seu
perfil eletroforético era marcado por arrastes e bandas extras. Ajustamos alguns
parametros da PCR para aumentar a especificidade da reacdo. Foram diminuidas as

guantidades de cDNA, da polimerase e do cloreto de magnésio adicionados ao mix
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para a reacdo. Além disso, a temperatura de anelamento dos primers também foi
aumentada (52 para 56°C). O nimero de ciclos, por sua vez, foi reduzido de 40 para
30. Com todos os ajustes, foi obtido um produto relativamente mais especifico, no
entanto ainda de constituicdo heterogénea, sendo visivel mais de uma banda por
amostra, quando da visualizacdo de seus respectivos perfis eletroforéticos. Assim,
optou-se pela purificacdo da amostra com a sec¢do da banda de interesse sobre
transiluminador, e posterior extracdo do material genético com o kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Alemanha). O DNA purificado foi preparado e encaminhado

para reacdo de sequenciamento.

Figura 4 - Gel de agarose com produtos de PCR de amostras HIll para os primers
ARNT-F1B/R1B, ARNT-F23B/R23B

Fonte: préprio autor, 2021.

Os fragmentos AmntlB (1B), Arnt23B (23B) foram amplificados com sucesso, no entanto as bandas
visiveis no gel eram mudltiplas ou apresentavam marcas de arraste. Marcador de peso molecular
empregado: ®X174 Haelll fragments (Invitrogen, EUA).

4.1.2 Analise das sequéncias dos fragmentos do Arnt

Sequenciados os fragmentos Arnt2 das amostras (Figura 5), foram observadas duas
posicdes, entre o0os amplicons obtidos para animais HIl e LI, com bases
possivelmente divergentes. No entanto, uma andlise mais cuidadosa indicou a
provavel auséncia de polimorfismos na comparagdo. A primeira base discordante,
observada como inconclusiva entre citosina e timina em uma das corridas, era de

baixa qualidade. Além disso, a divergéncia em questao foi dirimida pelo consenso
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entre as sequéncias antiparalelas obtidas para o fragmento. Ja a segunda base foi
identificada como inconclusiva entre timina e guanina, mesmo apés o alinhamento
das sequéncias complementares. No entanto, a analise do cromatograma indica se
tratar de uma base de baixa qualidade, sendo possivelmente um artefato do
sequenciamento. Além desta porcdo, as sequéncias nado apresentaram outras

divergéncias.

Para se constatar algum possivel polimorfismo, um re-sequenciamento seria

necessario.

Figura 5 - Sequenciamento do fragmento Arnt2 para amostras Hill e LIl

500 bp 600 bp

.CTGGCCAGCCTCTGGGTCATCATCTGGGA
|ss0 |s60
CCAGCCTCTGGGTCATCATCTG

m A

e

440 450

o T

CCAGCCTYTRIGGTCATCATCT

460 470
Wl

CCAGCCT'C}.&GﬁCATCATCT(
520 . 530

LIII , ,

N\ i AJ‘U\MMAJ"J\@/
Fonte: proprio autor, 2021.

Duas bases divergem entre as linhagens: A primeira, inconclusiva entre citosina e timina (Y,
sequéncias HIll, posicdo 546 do consenso), foi identificada como citosina pelo consenso entre
sequéncias antiparalelas; A segunda, indeterminada entre timina e guanina (K, sequéncias LI,
posicdo 548 do consenso), foi marcada como sendo de baixa qualidade e, provavelmente, um
artefato do sequenciamento.




21

Ja para os fragmentos Arnt3 das amostras, o sequenciamento ndo indicou nenhuma

divergéncia entre as linhagens Hlll e LIl (Figura 6).

Figura 6 - Sequenciamento do fragmento Arnt3 para amostras HIll e LIl

200bp 300 bp 400 bp 500 bp 600bp 700 bp
f . d . f . d . 1 . f

Fonte: préprio autor, 2021.
Nenhuma divergéncia foi encontrada entre as amostras HIll (azul) e LIl (laranja).

Para os fragmentos ArntlB e Arnt23B, as reacdes de sequenciamento somente
foram realizadas em amostras de camundongos HlIl, de modo que ndo se pretendeu
fazer uma comparacdo direta de genétipos com animais LI, mas sim uma
confirmacdo do funcionamento da reacdo de PCR. O fragmento Arnt23B foi
seguenciado com sucesso, completando a lacuna previamente existente entre as
sequéncias amplificadas com os primers ARNT F2/R2 e F3/R3. Ja a sequéncia
obtida com os primers ARNT F1B/R1B ndo pbéde ser aproveitada por ser de baixa

qualidade.

4.2  Sequenciamento do gene Ahrr nas linhagens Hlll e LIl

Considerando o tamanho do mRNA do Ahrr, de mais de 4 mil pares de bases, e a
sua composicdo de éxons e introns, e regides ndo codificantes, implementou-se a
mesma estratégia de andlise aplicada ao Arnt. Optou-se pela tentativa de
amplificacdo por fragmentos, com o desenho de uma série de primers especfficos
para sequéncias menores do gene, sobrepostas entre si e que, quando combinadas,

resultassem na sequéncia completa da regido codificante do seu mRNA.
4.2.1 Amplificagao de fragmentos de Ahrr nas linhagens Hill e LIl

A regidao codificante do gene Ahrr foi dividida em dois fragmentos, cujos primers
especificos, AHRR-F1/R1 e AHRR-F2/R2, foram empregados para a PCR das
amostras das linhagens HIll e LIl. Nenhum dos fragmentos foi amplificado com

SUCesso.
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Optou-se entdo pelo desenho de um novo primer, desta vez especifico a um

fragmento menor da sequéncia do Ahrr, o qual foi denominado de AHRR5 (Figura 2).

4.2.2 Ahrr5

Apos discussdo com membros do Laboratério de Expressdo Génica de Eucariotos
(Daisy Woellner Santos e David Abraham Morales Vicente), observamos que a
expressdo do gene Ahrr é baixa em todos os tecidos estudados até o momento
(https:/Amww.ncbi.nim.nih.gov/igene/11624#gene-expression). Foi sugerido o]

aumento do input de RNA total na reacéo de transcricao reversa.

Apos realizarmos a transcri¢cdo reversa com um input de cerca de 5 pug de RNA total
e oligo dT, conseguimos amplificar um fragmento de cerca de 650 pb com os primers
F5/R5 (Figura 7). Procuramos otimizar a rea¢do para obter uma banda Unica, com
sucesso parcial (Figura 8). Em seguida, o fragmento foi purificado do gel de agarose
e enviado para sequenciamento.

Figura 7 - Gel de agarose com produtos de PCR em gradiente de temperatura
(59°C; 60°C) das amostras de animais HIll e LIl para o primer AHRR-F5/R5

59°C PM 60°C

HIill LIl HIll LI

—n —— omm

- —
& —
W s—

Fonte: préprio autor, 2021.
Amplicons de bandas mudltiplas e com marcas de arraste em ambas as temperaturas. Marcador de
peso molecular empregado: 100 pb (Thermo Fisher, EUA).
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Nao tivemos sucesso em amplificar os fragmentos dos primers F1/R1 e F2/R2 com
estas preparacdes de cDNA, mesmo alterando diversos parametros da reagdo de
PCR. Por isso, estamos considerando desenhar novos primers para amplificar
fragmentos menores ou entdo clonar os fragmentos de cDNA em plasmideos para

amplificacéo e posterior sequenciamento.

Figura 8 - Gel de agarose com produtos de PCR das amostras Hilll e LIl para o
primer AHRR-F5/R5

Fonte: préprio autor, 2021.
Perfil eletroforético otimizado, no entanto ainda de bandas multiplas e marcas de arraste. Marcador
de peso molecular empregado: ®X174 Haelll fragments (Invitrogen, EUA).

4.2.3 Sequenciamento do fragmento Ahrr5

A sequéncia obtida da amplificacdo com os primers AHRR F5/R5 nao pode ser

considerada, devido a baixa qualidade alcancada pela reacao.

5 DISCUSSAO

Este estudo considerou a diversidade de componentes na etiologia da artrite
reumatoide, com foco em dois genes da via de ativacdo do AhR. Tanto no que diz
respeito as interacbes com a microbiota, 0 componente imunologico, ou ainda a

localizacdo dos genes Ahrr e Arnt, contidos em loci reguladores de fendtipos
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quantitativos da artrite (JENSEN et al., 2006, e dados n&o publicados), os elementos
divergentes entre as linhagens HIll e LII justificam a avaliacdo de uma possivel
relacdo entre doenca e a presenca de polimorfismos nestes genes. Para tal,
buscamos identificar polimorfismos dos genes Ahrr e Arnt fixados nas linhagens, e

gue pudessem ser associados ao desenvolvimento de artrite.

Polimorfismos de genes da via do receptor de aril-hidrocarbonetos (AhR) ja foram
associados a condicbes como endometriose e infertilidade feminina (MEAR et al.,
2020), infertilidade masculina (WATANABE et al., 2004), neoplasias (BROKKEN et
al., 2013) e distirbios de desenvolvimento embriolégico, tais como fenda labial
(KAYANO et al., 2004). Contudo, somente mais recentemente passaram, também, a
ser implicados em mecanismos de desenvolvimento de doencas autoimunes:
Schurman et al. (2020) destacaram a trans-etnicidade com que polimorfismos do
Arnt estdo presentes em pacientes portadores de distdrbios autoimunes. O estudo
de coorte realizado observou as relagbes entre polimorfismos do gene e doencas
autoimunes nos grupos étnicos afro-americano, caucasiano e hispanico, indicando
um amplo papel do Arnt e suas variantes no estabelecimento de tais enfermidades.
Jazi et al. (2021) observaram que uma variante do gene Ahrr acentua a
suscetibilidade ao Il0pus eritematoso sisttmico e também sua gravidade em
fumantes. Em relagcdo a artrite reumatoide, Cheng et al. (2017) constataram a
associacao entre polimorfismos do gene Ahrr e a maior suscetibilidade genética a
doenca na etnia Han. Ainda assim, no entanto, o vinculo entre a via de ativacdo do
AhR com o sistema imunolégico permanece pouco explorado, especialmente no que

diz respeito a autoimunidade.

Em nossa experimentacdo, nos deparamos com algumas limitacfes na tentativa de
avaliar a presenca de polimorfismos entre os animais HIll e LI, algumas delas
intrinsecas aos genes em si: a baixa taxa de expressdo do Ahrr comprometeu os
ensaios até que fosse feita a op¢ao pelo aumento do input do RNA total a ser usado
na sintese de cDNA; Além disso, tanto Ahrr, quanto Arnt contém extensas regifes
ndo codificantes nas UTRs 3’ dos seus mRNAs, o que se mostrou um desafio a
etapa de amplificacdo dos transcritos obtidos das amostras dos animais. A
estratégia praticada de amplificacdo fragmentada da regido codificante para

posterior sobreposicdo de tais fragmentos, ainda que ndo tenha sido totalmente
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bem-sucedida no caso do gene Ahrr, funcionou relativamente bem para o Arnt. Trés
dos cinco fragmentos demarcados foram amplificados e sequenciados, cobrindo
grande parte de sua sequéncia. Ja para o Ahrr, nenhum dos fragmentos foi
processado com éxito, no entanto o sucesso obtido na amplificagdo de um
fragmento ap0s o aumento do input para a sintese de cDNA sugere um caminho a
ser seguido com desenho de novos primers para fragmentos génicos menores a
serem amplificados. Outro entrave encontrado, desta vez de natureza técnica, diz
respeito a perda de sequéncias das extremidades dos fragmentos amplificados -
maior que o esperado - tornando necessario desenhar novos primers para preencher
a lacuna resultante. As sequéncias analisadas at¢é o momento ndo mostraram
divergéncia conclusiva entre as linhagens HIill e LIl para o gene Arnt. No entanto,
apenas quando a regido codificante for totalmente sequenciada poderemos concluir
sobre esta questdo. Em relacdo ao gene Ahrr, avangamos pouco no processo em
direcdo ao sequenciamento, o que foi inesperado e nos tomou um longo tempo até

gue um primeiro resultado fosse obtido.

6 CONCLUSOES

Apesar dos contratempos enfrentados, conseguimos avancar no sequenciamento de
um dos genes-alvo do estudo, o Arnt, assim como identificamos um possivel
caminho para obter a sequéncia do Ahrr. Estratégias a serem implementadas, como
otimizar a amplificacdo dos genes — especialmente o Ahrr — através de maior
fragmentacdo da sequéncia a ser amplificada, ou ainda por meio da clonagem de
fragmentos do gene em plasmideos para posterior sequenciamento, poderiam
superar os obstaculos encontrados no decorrer deste estudo, e indicam os proximos
passos a serem seguidos na continuidade da avaliacdo da influéncia destes genes
da via do AhR sobre suscetibilidade a PIA. Outros cenarios de otimizacdo técnica da
busca por polimorfismos passam também pelo desenho de primers especificos que
se liguem aos fragmentos de cDNA 30 bases antes da regido onde se pretende ter
bom sequenciamento, e que seja contabilizado que o mesmo continuara com
qualidade por cerca de 400 a 500 bases apds este ponto, contornando as perdas de
qualidade nas extremidades dos fragmentos; e pela re-amplificacdo, por nested-

PCR, dos produtos de PCR, empregando-se 0s mesmos primers ou primers internos
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ao amplicon. Essa estratégia buscaria eliminar bandas espurias e, possivelmente,
gerar bandas em situages em que nao se observa amplificagdo a olho nu no gel de

eletroforese da PCR original por baixa eficiéncia de producdo de amplicons.

Verificar a extensdo do componente genético da artrite reumatoide é imprescindivel
para a melhor compreensdo da doenca, racionalizacdo e antecipacdo de seu
diagnostico, e direcionamento de seu tratamento. Do mesmo modo, a plasticidade
da regulacdo da resposta imune por componentes enddgenos, da dieta ou do
metabolismo microbiano, como demonstrado para o AhR, evidencia a complexidade
das interacdes que podem resultar em doencas autoimunes. Portanto, a concluséo
deste estudo, em conjunto com a analise do efeito da microbiota nas linhagens Hilll e
LI, pode contribuir com o entendimento de algumas destas interacdes. Neste

sentido, a via do AhR se mostra um campo promissor ainda a ser explorado.
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APENDICE

Ao longo do periodo envolvido no grupo de trabalho no Laboratério de
Imunogenética do Instituto Butantan, também participei da realizacdo dos
experimentos de um estudo de expressdo génica em camundongos HIll e LI
submetidos a modelo de PIA. Estes experimentos fazem parte do projeto da aluna
Alanis Tiozzo Souza, bolsista de iniciacdo cientiffica FAPESP sob orientacdo do Dr.
José Ricardo Jensen. O estudo busca avaliar se a suscetibilidade ao
desenvolvimento da artrite tem relacdo com parametros de ativacdo do AhR em
animais das linhagens HIll e LIl submetidos ao protocolo de amamentacédo cruzada
logo apOs o nascimento. Para isto, investigamos a expressao génica do AhR e de
genes relacionados a sua via de ativagdo, e como esta reflete a linhagem parental

e/ou adotiva dos camundongos.

Me inseri neste trabalho atuando nas metodologias de bancada, auxiliando nos
procedimentos de extracdo de RNA de amostras de bacgo e células peritoneais dos
camundongos, e de determinacdo de suas concentracfes, pureza e niveis de
integridade: Os materiais biolégicos coletados dos animais foram processados com
o kit de extracéo lllustraTM RNAspin mini (GE Life Sciences, EUA) para a obtencéo
do RNA a ser estudado, o qual foi posteriormente quantificado por
espectrofotometria no equipamento NanoVue (GE, EUA). O equipamento também
analisa a pureza do material obtido. Outra andlise realizada foi de integridade,
efetuada no aparelho BioAnalyzer 2100 (Agilent, EUA) com o kit RNA Nano 6000
(Agilent, Alemanha). Posteriormente, efetuamos a sintese de cDNA a partir do RNA
total extraido por transcricdo reversa. O kit utilizado foi o GoScript Reverse
Transcriptase (Promega, EUA), empregado de acordo com as instrucées do
fabricante. Uma vez sintetizado o cDNA, procedemos com gRT-PCR no aparelho
StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA), para investigar a expressao dos seguintes
genes: Ahr, Arnt, Ahrr, Cyplal, Cyplbl, lI6, 1110 e Idol. Para tal, as amostras foram
dispostas em placas, em triplicata, e adicionadas de mix FAST SyberGreen

Mastermix (Applied Biosystems, EUA) e primers especificos aos genes-alvo.

A analise estatistica mostrou que a expressdo do gene AhR foi modulada

negativamente pela amamentacdo cruzada nos animais LIl amamentados por maes
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HIll (transferidos). JA a expressdao do gene Arnt aumentou nos animais Hlll
transferidos em relacdo aos animais HIll amamentados pelas méaes biolégicas (ndo
transferidos). A expressdao do gene II6, por sua vez, foi aumentada no grupo Hill
transferido, diferindo em relagdo aos animais HIll ndo transferidos e LI transferidos.
E, para o 1110, o grupo HIll transferido apresentou taxa de expressdo que nao diferia
dos animais LIl transferidos, apesar de haver uma diferengca basal da expressao
entre animais Hilll e LII. A expressao dos genes Cyplal e Cyplbl ndo diferiu entre
0S grupos, e os resultados para expressao dos genes Ahrr e Idol ndo foram
consistentes, de modo que ndo puderam ser analisados.

Outro aspecto da atuacdo desenvolvida no laboratério foi o da manutencdo dos
camundongos utilizados nos experimentos. Me inseri nesta rotina participando dos
procedimentos de separacdo de crias, sexagem e formacdo de casais de animais

para perpetuacao das linhagens.



