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Resumo

O sistema imunitario é constituido por um conjunto de células com capacidade
de se diferenciar, convertendo estimulos externos em complexas redes regulatérias
intracelulares. Os linfocitos T CD4+ podem diferenciar-se em células efetoras (Teff),
entre as quais as células Th1 e Th17, que produzem as citocinas proé-inflamatérias
interferdo-y e interleucina-17, respetivamente e em células reguladoras (Treg), que
funcionam como inibidoras da acao de células Teff. Se o balanco entre as células Teff
e Treg ficar comprometido, havera um desequilibrio na resposta imunitaria que pode
desencadear autoimunidade. Assim, o estudo dos mecanismos moleculares
envolvidos na diferenciacdo destas células podera ser critico na prevencao da
autoimunidade. Os microRNAs sao RNAs nao codificantes que atuam como
reguladores negativos da expressdo da maioria dos genes, estando envolvidos na
regulacao da diferenciagao de células Th1, Th17 e Treg.

Neste trabalho de revisdo de literatura foi feita uma pesquisa sobre o perfil de
expressao de microRNAs em doencas autoimunes. Foram identificados microRNAs
funcionalmente importantes na regulacdo da expressdo de genes envolvidos na
diferenciacado de Th1, Th17 e Treg no lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide,
psoriase, doenca de Crohn e esclerose multipla em modelos animais e em amostras
humanas, tendo-se observado que alguns miRNAs se encontram desregulados em
varias doengas autoimunes. Foi também analisada a expressdo dos microRNAs
selecionados num modelo experimental de esclerose multipla, tendo-se identificado
seis diferencialmente expressos.

Conclui-se que os microRNAs constituem fatores reguladores cruciais na
diferenciacdo das células T CD4+ que poderdo ser usados como potenciais
biomarcadores ou como alvos terapéuticos de doengas autoimunes.

Palavras-chave: Autoimunidade, miRNA, Células T CD4+, Treg, Th1, Th17
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Abstract

The immune system is composed by a complex network of cells with
differentiating potential, which can convert external stimuli into complex intracellular
regulatory networks. CD4+T lymphocytes, in particular, can differentiate into effector T
cells, incluing Th1 and Th17 cells that produce, respectively, the pro-inflammatory
cytokines interferon-[] and interleukin-17, and regulatory T cells (Treg) that inhibit Teff
action. If the balance between Teff and Treg is compromised, namely if Teff override
Tregs, autoimmunity may rise. Thus, studying the molecular mechanisms involved in T
cell differentiation might be critical to prevent autoimmunity microRNAs are non-coding
RNAs that act as negative regulators of the expression of most genes and have been
shown to regulate the differentiation of Th1, Th17 and Treg cells.

In this literature review work, a search was made based on the expression
profile of microRNAs, specifically in autoimmune diseases. Functionally important
mMiRNAs for regulating the expression of genes involved in Th1, Th17 and Treg
differentiation in systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, psoriasis, Crohn's
disease and multiple sclerosis have been identified, in both animal models and human
samples. Importantly, some of the miRNAs were commonly deregualted in several
autoimmune diseases. Finally, the expression of selected miRNAs was analysed in an
experimental model of multiple sclerosis, and six were differentially expressed within T
cell populations.

We conclude that miRNAs are crucial regulatory factors in the differentiation of
CD4+ T cells that can be used as potential biomarkers or therapeutic targets of
autoimmune diseases.

Key-words: Autoimunity, miRNA, CD4 + T cells, Treg, Th1, Th17
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Introducao

1.1 O Sistema Imunitario

O sistema imunitario é um sistema complexo de defesa do organismo sendo
constituido por dois subsistemas principais: o sistema imunitario inato e o sistema
imunitario adquirido. O primeiro consiste na primeira linha de defesa contra agentes
patogénicos, que pode ser de origem fisica, quimica ou celular. Desencadeia uma
resposta generalizada para todas as substancias estranhas. Age de forma imediata, de
forma a impedir a propagagao dos agentes patogénicos para que sejam destruidos no
préprio local onde se encontram. Caso estes agentes sobrevivam sido confrontados
com o sistema imunitario adquirido que produz uma resposta mais lenta e que esta
dependente do antigénio presente. Neste intervém as células B e T. A imunidade
mediada pela producdo de anticorpos, a partir das células B é classificada como
humoral, enquanto a imunidade mediada por células T (ou células com atividade
fagocitaria), € designada por imunidade celular, levando a destruicdo de células
infetadas ou que sdo consideradas estranhas ao organismo. Os antigénios destas séo
geralmente expressos na superficie celular, ou na membrana de células
apresentadoras dos mesmos (APC)'.

A molécula CD4, Cluster of Differentiation 4, € uma glicoproteina membranar que
possui uma série de fungdes cruciais na tolerancia e resposta do sistema imunitario.
Encontra-se associada a vias de sinalizacdo que permitem o reconhecimento de
antigénios e a componentes da resposta imunitaria inata. Desempenha um papel
crucial na diferenciacao dos linfocitos T e é expressa em mais de 50% destas células
no sangue periférico. Pode estar também presente em outras células do sistema
imunitario como macroéfagos, células B e células da microglia®=.

As células T CD4" sao um tipo de linfécitos T que desempenha um papel
importante na manutencao da defesa do organismo. Contribuem para a otimizagao da
resposta imunitaria contra microrganismos que iniciam a infecdo e contra células
cancerigenas, sendo também responsaveis por regular a agado de outras células do
sistema imunitério, através da libertacdo de citocinas, designadas interleucinas (IL)
que promovem o recrutamento de células de tecido linfoide secundario para o local de
infecao, a acao citotdxica sobre outras células, entre outros exemplos. A sua fungao
encontra-se dependente do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que ira
determinar a tolerancia destas as estruturas do organismo, e o reconhecimento de
agentes estranhos ao mesmo. Possuem ainda um recetor especifico designado TCR

que revela importante para a sua ativagao e proliferagéo?.



1.2 Diferenciacao das células T CD4+

As células T CD4+ Naive sdo geradas apos um processo de sele¢cdo e maturagéo
no Timo, consistindo em células precursoras com potencial para se diferenciarem em
células reguladoras (Treg) ou efetoras (Teff), das quais se destacam as células
axiliares (Th), dependendo dos sinais quimicos recebidos. Esta diferenciacdo é
determinada em grande parte pelo perfil de expressao relativo de fatores de
transcrigao, recetores e citocinas presentes®.

A diferenciacdo das células CD4+ Naive em células Th1 surge pela necessidade
de eliminagcao de parasitas intracelulares, nos quais se incluem virus e certas
bactérias. Sao importantes na imunidade mediada por células, através da producao
interferdo y (IFN-y) e IL-2, possuem um papel fundamental ativacdo e migracao de
macrofagos para o local da inflamacao, sendo responsaveis pela inducéo de respostas
de hipersensibilidade retardada*. Sabe-se que o IFN-y é responsavel pelo
desenvolvimento das células Th1. Este interferdo, também designado por tipo I,
consiste numa citocina soluvel dimerizada que interfere com a replicacdo de
microrganismos intracelulares. E produzido pelas células Th1 quando estimuladas

pelas citocinas IL-12 e IL-27 (Figura 1)°.

Naive T cell
-

Figura 1 - Diferenciagao das células Th1. As citocinas IL-12 e IL-27 promovem a

IL-10f

diferenciagdo das células Th1 ativando os fatores STAT1, STAT4 que por sua vez ativam o
factor de transcricao T-bet que induz a expresséo de IFN-y, sendo que a citocina IL-27 também

promove a expressdo de STAT3, o que conduz a produgéo de IL-108.

As proteinas STAT (Signaling Transducer and Activator of Transcription)
sdo fatores ativadores da transcricdo que desempenham um papel critico na
diferenciagéo e proliferagao das células T CD4*. O STAT1 quando fosforilado induz a
expressao do fator T-bet, que promove a expressao do IFN-y. O STAT4 ¢é ativado pela
IL-12 e promove a expressdo da subunidade do seu recetor IL-12RB27. O T-bet

promove a expressao do gene IFNG que codifica o IFN-y, inibindo o fator GATA3 que



promove a diferenciacdo das Th2. Existem outros fatores envolvidos na diferenciacéo
das células Th1 que sao ativados pelas citocinas IL-12, IL-18 e pelo TCR que mediam
varias vias de sinalizagao intracelular que conduzem a expressédo do IFN-y, como

representado na figura 28,

T T
N - — S
Antigen Antigen
O W, nmmY g uEm, e
K-8 MAC classi | MHC class Il '
<4 @
! @
s sphatets S waRe2 oy, e ¥
@ ’ @ / ¢ ® Q @ - moswg
. > g o L ¥ <t Q@ L agone
- GADD4S ) ¢ @ 2 ¢ (@ =
S : cos » Tyk2 % 1144339
e} @ @ @
1 ' =) L-Gitnsline
MEKK4 ;
z (MAP3K4) o z
TRAFG oS!
beta
63 @ ©
= MEK3 ‘
# - (MAP2K3)
W(MAP3K14)
@ @ ¥N gamena
signaling
o @ x ' 4 ey
mexe g O - © .T =)
MAP2KE) 3Balph: w
‘ (MAPK14) S
@ d o
s HS Thi and Th2 cel
differentation
& O - K -
(":.\E;gzm; JNK(MAPKS-10) Thi cell differentiation

Figura 2 - Produgao de IFN- y induzida por IL-12, IL-18 e o TCR. Apds a ligagdo ao seu
recetor, a IL-12 ativa as cinases da familia Janus, Tyk2 e Jak2. O IL-12RB1 liga-se a Tyk2,
enquanto o IL-12RB2 se associa a Jak2, levando a fosforilagdo de residuos de tirosina da
STAT3 e STATA4. Essas fosforilagbes sao responsaveis pela formagao de homodimeros (STAT4
| STAT4) e heterodimeros (STAT3 / STAT4). Estes migram para o nucleo, ligando-se ao
promotor do gene IFN-y. Apds a acéo da IL-12, a STAT4 induz a transcricdo de ERM e T-bet,
que também promovem a transcricdo do mesmo gene. Juntamente com a IL-18 e o TCRaf é
induzida a ativagao de GADD45 beta e GADD45y que levam a ativacao de Jnk, que fosforila a

proteina c-Jun que consiste noutro fator de transcrigdo que se liga ao promotor do gene IFN-}2.

As células T CD4" podem também diferenciar-se em células Th17 que
promovem a inflamagao dos tecidos e o recrutamento de neutréfilos para o local da

inflamacao (Figura 3). Desempenham um papel importante na eliminagéo de agentes



patogénicos que sobrevivem a acdo das células Th1 e Th2 (outro tipo de células
efetoras associada essencialmente a resposta alérgica), como certas bactérias gram-
negativas e algumas espécies de fungos'. Caracterizam-se pela expressdo elevada
do gene RORc que codifica o fator de transcricdo RORyt, que promove a producao de
IL-177°. A expressdo desta citocina esta também dependente do fator STAT3 que é
ativado pelas citocinas IL-6, IL-21, e IL-23. Este fator de transcricdo inibe a expressao
do fator Foxp3, que é crucial para a diferenciacao das células Treg (abaixo
referenciadas), induz também a ativacdo do RORyt, e promove a expressao do recetor
de IL-23"2,

CHRONIC
-Protection against INFLAMMATION
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Figura 3- Principais fun¢oées atribuidas as células Th17. Estas produzem varias citocinas,
nomeadamente a IL-17, que ativam varios tipos de células que contribuem para a produgao de
compostos pro-inflamatérios. Tal resulta no recrutamento de granuldcitos e macrofagos, que
desempenham um papel na protegdo contra bactérias extracelulares e na manutengdo da

microbiota intestinal, cuja alteragdo pode resultar no desenvolvimento e doengas autoimunes’s.

A IL-17 é uma citocina inflamatéria, composta pelas subunidades p35 e p28,
que mobiliza, recruta e ativa diferentes células imunolégicas para o processo de
inflamacdo. Possui um papel fundamental na estimulagdo dos macréfagos e na

produgao de outras citocinas como a IL-6, a IL-8, e a IL-10"*. Embora protetora contra



infecbes, a sua sobre-expressao esta associada a uma maior reatividade do sistema
imunitario. Ensaios experimentais usando anticorpos bloqueadores de recetores de IL-
17 demonstraram atenuar certas doencas autoimunes. A IL-17A e a IL-17F promovem
a inflamacéao ligando-se aos seus respetivos recetores IL-17RA e IL-17RC que sao
expressos em células hematopoiéticas e noutras células cuja funcdo também se
relaciona com a inflamagdo. Consequentemente, niveis elevados de IL-17 foram
detetados em varias doengas autoimunes. Sabe-se que os linfécitos Th17 promovem a
rutura da barreira hematoencefalica, promovendo a inflamacdo do sistema nervoso
central. Sabe-se que a diferenciacao das células Th17 esta dependente de varias vias

de sinalizagao iniciadas por diferentes fatores como representado na figura 4°.
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Figura 4 - Reguladores transcricionais da expressdao de IL-17. Diferentes citocinas
desencadeiam diferentes vias de sinalizagdo para a ativagédo de genes e outros fatores. Para a
promogéo da IL-17 (do lado esquerdo) encontra-se envolvido o gene RORc que codifica o fator
de transcrigdo RORYy cuja interagdo com o fator RUNX1 resulta na diferenciagao linfocitaria em
células Th17. Sabe-se que estas ndao expressam GATA3 nem T-bet, em vez disso expressam
RORYy que pode ser induzido pela presenca de TGF-B e IL6. Existem também reguladores
negativos (setas e linhas vermelhas, do lado direito), como o fator T-bet e a Foxp3 que inibem a
interacdo RORyt-RUNX1, inibindo a expressao de IL-17. A ligacdo do Def-6 ao IRF (Fator de
Transcrigdo Regulador de Interferdo) impede a fosforilagdo do mesmo, mediada pela ROCK2
provocando o mesmo efeito. Existe ainda o recetor proliferador ativado pelo peroxissoma y

(PPARYy) que funciona como um supressor da sinalizac&o por citocinas’®.

As células CD4*" podem também diferenciar-se em células reguladoras
designadas por Treg que contrariam a acao das células efetoras anteriormente
apresentadas, evitando assim reacdes inflamatorias prejudiciais que envolvem a

destruicdo das células do proprio organismo'. Em particular as células T CD4+



autorreativas, reconhecem os péptidos (antigénios) existentes na superficie das
préprias células do organismo, mas podem ser inativadas por meio de interleucinas
que ativam as células Treg que suprimem este tipo de atividade'®. As células T
reguladoras (Treg) podem ser geradas no timo, ou produzidas na periferia, ou ainda
induzidas em cultura in vitro na presenca do TGF-£. Estas células expressam citocinas
anti-inflamatdrias como a IL-10 e o proprio TGF-g (figura 5). Sabe-se também que a IL-
2 promove esta diferenciagao, e inibe a diferenciagdo em células Th17'°.

BT Figura  5- Modelo proposto para a

or GITR
B7.2 imunossupressio mediada pelas células T
CTLM,/ TGF b reguladoras. As células T CD4+ autorreativas,
-beta
— IL-10. reconhecem os péptidos (antigénios) existentes na
adenosine 5 \nerficie das proprias células do organismo.
MHC| TCR Posteriormente, por meio de interleucinas, as

peptide

T - células Treg conseguem suprimir este tipo de

atividade?0.

A expressdo de Foxp3 é essencial para a diferenciagdo das células Treg e
também para a sua capacidade de supressado. Os fatores de transcricdo RUNX1 e
NFAT ligam-se a regiao promotora do gene que codifica o Foxp3, induzindo a sua
expressao?!. A estabilidade das células Treg € assegurada por uma complexa rede de
fatores, que regulam direta ou indiretamente a expressado de Foxp3. Estes fatores
reguladores podem comprometer a funcdo das células Treg, essencialmente por
processos de desfosforilacdo ou desacetilacdo que inibem a expressao do Foxp3 ou
por ativagcdo de vias de sinalizacdo que promovem o crescimento e proliferagao
celular®. Destacam-se ainda as citocinas ativadoras, recetores celulares especificos e
produtos derivados do metabolismo de microrganismos comensais. As citocinas TGF-8
e IL-2 (através do STATS5) promovem a expressao de Foxp3, induzindo o crescimento
das Treg?®. O TCR e o CD28 s3o recetores de superficie cruciais na ativagio da
fungéo reguladora, enquanto o Nrp1 & um recetor que ativa o fator de transcrigéo
PTEN, por sua vez inibe a via de sinalizagdo PISK/AKT/mTOR, inibidora do Foxp3. Por
fim, os acidos gordos de cadeia curta inibem a agéo de enzimas HDAC que acetilam o

Foxp3 promovendo a sua agao (figura 6).
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Figura 6- Fatores que contribuem para a estabilidade funcional das células Treg. Citocinas
ativadoras (TGF-B e IL-2), recetores celulares especificos (TCR, CD28, Nrp1) e produtos
derivados do metabolismo de microrganismos comensais (short chain fatty acids) sao alguns
dos fatores que regulam a expressédo de Foxp3 e consequentemente a atividade das células

Treg®.

Em algumas circunstancias, através de mecanismos celulares que ainda ndo
sdo totalmente conhecidos, as células Th17 podem converter-se em células Treg e
Th1 pelo processo de transdiferenciagdo que consiste numa reprogramacao celular,
em que é alterada a expressao génica (Figura 7). Esta plasticidade pode, por exemplo,
conferir funcbes adicionais as células Th17 em imunidade tumoral. A possibilidade de
converséo em células Treg, podera conferir fungbes imunosupressoras, ainda nao
demonstradas. No entanto, ja foi provado que a conversao das células Th17 em Th1
leva a producdo de IFN-y e TNF-a no tumor, resultando numa diminuigdo do

crescimento tumoral®®.
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Em suma, as células Th1, Th17 e Treg constituem 3 dos 4 tipos principais de
células que resultam da diferenciacdo das células T CD4+. As células Th2, ndo sendo
objeto deste estudo, estdo particularmente envolvidas nas respostas alérgicas e a
patogénicos extracelulares. Na figura 8 s&o indicadas as principais citocinas
estimulatorias, fatores de transcrigdo e citocinas produzidas por cada populagdo?. O
equilibrio entre as varias populacbes de linfocitos T é essencial para manter a
homeostasia. No contexto da autoimunidade, existe muitas vezes um desequilibrio na
quantidade de células efetoras Th1 e Th17 produtoras de citocinas inflamatérias e
células reguladoras, Treg, capazes de suprimir a resposta imunitaria, sendo importante

que este balango seja conseguido para controlar a doenga®.
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Figura 8 - Diferenciagao das células T Naive em células Th1, Th2, Th17 e Treg. Citocinas,
fatores de transcrigcdo e citocinas secretadas por cada subpopulagdo de células diferenciadas —

cedida pelo laboratério de BSS.



1.3 Doengas Autoimunes

A desregulagao entre a quantidade de ceélulas efetoras Th1 e Th17 e reguladoras
Treg esta grandemente associada a varias doengas autoimunes. Existem mais de 70
doencas autoimunes diferentes que afetam aproximadamente 5% da populacdo dos
paises ocidentais. Manifestam uma grande variabilidade em termos de idade, sexo e
resposta aos tratamentos imunossupressores. Sabe-se que a origem podera tratar-se
de uma interagcdo complexa de fatores ambientais, cuja maioria ainda estad por
identificar. De seguida serdo mencionadas algumas doengas autoimunes onde a
existéncia de linfécitios Th1, Th17 e Treg é relevante para a resolucao/fendtipo da
doencga®.Verifica-se que, em algumas destas doengas autoimunes, como as
inflamatérias intestinais e a diabetes tipo 1, existe pouco ou nenhum viés sexual
associado®!, estando, no entanto, a maioria associada ao sexo feminino.

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € um destes exemplos de uma doencga
autoimune crénica, com um forte viés sexual, numa propor¢cdo em que em cada 10
pacientes pelo menos 7 sdo mulheres. Caracteriza-se por inflamacdo e dor
generalizada, sendo uma doenca multifactorial altamente polimérfica. Deve-se a
alteragdes na regulagdo genética do sistema imunitario que levam a danificacdo de
tecido saudavel, existindo maior incidéncia de sintomas a nivel da pele, das
articulagdes, e em muiltiplos 6rgdos internos, dos quais os rins e o coragdo. E
caracterizado pela inflamagdo de o6rgaos por células T. Pacientes com LES
demonstram um aumento na quantidade de células Th17 e uma diminuicdo das
células Th1 no sangue, assim como da expressdo de IFN-y e IL-2%2, Varios estudos
consideram a hipétese das células Th17 desempenharem um papel fundamental na
iniciacdo e desenvolvimento do LES. Sabe-se que a agdo de células T efetoras
autorreativas é suprimida pela agédo das células Treg. No entanto, permanece bastante
controvérsia a respeito da contribuicido destas células para a prevencado da doenca.
Estudos que envolvem a anadlise de citocinas plasmaticas poderao esclarecer esta
questao, assim como o desequilibrio verificado entre os tipos de células T CD4+. As
interleucinas, secretadas por estas células, cada vez mais estdo a ser utilizadas como
biomarcadores para o diagndstico complementar da doenga®.

No caso da artrite reumatoide (AR), esta consiste numa doenca que se caracteriza
pela inflamagéo cronica das articulagbes sinoviais, comprometendo a funcionalidade

destas, ocorrendo destruicdo do tecido dsseo e cartilaginoso, assim como a formagao



de tecido extra-articular, devido a producido de anticorpos especificos como o fator
reumatodide. A doenca afeta aproximadamente 1% da populacdo mundial e pensa-se
que seja causada por fatores de origem genética. A AR é cerca de trés vezes mais
comum em mulheres do que em homens, com uma maior incidéncia em individuos
com mais de 50 anos. Estudos indicam uma associacao entre a AR e polimorfismos de
um unico nucleotido do grupo de genes TIMP1 codificados pelo cromossoma X, que
esta envolvido na inibicdo das MMP da matriz do osso, na inibicdo da degradacéo da
cartilagem, e no recetor de IL-9%. As células T CD4+ possuem um papel muito
relevante nesta doenca, existindo uma correlacao direta entre o aumento de células
Th17 no sangue periférico e a atividade da doenca. Geralmente, o aumento das
células Th1 nao é significativo. As interleucinas produzidas pelas células Th17, por sua
vez, atuam noutras células do organismo levando a manifestagdo dos sintomas da AR
(Figura 9)%*. Sabe-se que as células Treg s&o capazes suprimir a produgdo de
citocinas pelas células T efetoras, no entanto, no contexto da doencga, a sua funcao
demonstra-se desregulada, devido a diminuigdo da expressao do recetor CTLA4S,
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Figura 9- Fungdes atribuidas as citocinas das células Th17 na artrite reumatoide. As
citocinas produzidas ativam fibroblastos sinoviais e macréfagos que, por sua vez, produzem
outros fatores que agravam a inflamacdo do liquido sinovial. Para além destes, pode ser
induzida a expressdo de RANKL em osteoblastos, levando a danos na cartilagem e erosao
Ossea. Através do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é também promovida a

angiogénese?’.
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A psoriase (Ps) é uma outra doenca inflamatéria crénica que afeta a pele e que
abrange cerca de 2,5% da populagdo mundial. E caracterizada pela inflamagao e
hiperproliferacdo epidérmica, que levam ao surgimento de placas vermelhas
escamosas. Atualmente, a causa da doencga ainda nao é totalmente conhecida. Sabe-
se que possui um forte componente hereditario. A maioria dos genes conhecidos que
promovem a predisposicdo estdo relacionados com o sistema imunitario,
particularmente o complexo principal de histocompatibilidade e as células
imunologicas®. A IL-23 é uma citocina a ser destacada na patogénese da doenca.
Esta estimula a diferenciacédo, proliferacdo e sobrevivéncia das células Th17 que
promovem a produc¢ao de IL-17A que por sua vez agrava as principais manifestagcbes
da doenca. Estas iniciam-se a medida que as células Th1, ao serem ativadas,
produzem citocinas, das quais a IL-2, o TNF-a e o IFN-y que estimulam o
recrutamento de varias células inflamatérias e, consequentemente as alteragdes
epidérmicas. Estas citocinas ativam o fator de transcrigédo fator nuclear kB (NF-kB),
que perpetua ainda mais a reagdo inflamatdria®®. Verifica-se que na doenca a
quantidade de células Treg se mantém constante, no entanto estas, possuem a sua
funcdo comprometida, sendo este um fator crucial na sua patogénese, tal deve-se a
uma estimulagdo continua do recetor TCR das mesmas*.

Outra doencga crénica, em que se destaca a funcao das células T, consiste na
doenga de Crohn (DCr). Esta consiste na inflamagéo de qualquer parte do trato
gastrointestinal. E desencadeada por um conjunto de diversos agentes genéticos e
externos, dos quais se destacam os microbianos, que interagem com o sistema
imunitario, levando a producao das mesmas citocinas descritas na Ps, a IL-2, o TNF-a
e o IFN-y, juntamente com outras, em que os respetivos recetores sdo encontrados na
mucosa intestinal. Frequentemente estdo associadas infe¢gdes por micobactérias e
fungos que provocam um desequilibrio na microbiota intestinal que persiste, mesmo
ap6s o tratamento das mesmas. Juntamente com a predisposi¢cdo genética é
provocado um efeito sinérgico*'. As células T efetoras (Th1 e Th17) sdo essenciais
para defesa contra agentes patogénicos, que interferem com a microbiota. Sabe-se
que no contexto da doenga ocorre o aumento da producdo de IL-17 e de IFN-y,
promovendo a proliferacao e a hiperatividade das células T efetoras, em relagdo as
células T reguladoras, ocorrendo a inflamacéao intestinal e a disfuncao da barreira

intestinal (figura 10)*2.
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Figura 10- Resposta imunitaria na DCr. Num individuo saudavel, as células caliciformes
secretam uma camada de muco que limita a exposigdo das células epiteliais intestinais as
bactérias da mesma. A expressdo de péptidos antimicrobianos (por exemplo, a-defensinas)
pelas células Paneth fornece proteg¢ado adicional. As células dendriticas apresentam antigénios
as células T CD4 + em 6rgaos linféides secundarios (Placas de Peyer e nédulos linfaticos
mesentéricos), onde citocinas (TGF-8 e IL-10) modulam a sua diferenciacdo e ao serem
ativadas entram entdo em circulagdo no intestino, em que as suas respetivas fungdes

conduzem a doenca*2.

A esclerose multipla (EM) € uma doencga que se caracteriza pela inflamacao do
sistema nervoso central. Um distarbio que afeta um em cada 400 individuos, sendo 4
vezes mais comum em mulheres, e constitui a causa mais comum de incapacidade
neuroldgica dos jovens adultos*’. Resulta de uma interagéo entre fatores ambientais
nao identificados e alteragbes génicas que promovem a suscetibilidade. Estes fatores
geram uma reacao em cadeia, envolvendo o sistema imunitario, causando lesdes
inflamatérias nos axénios, levando a perda da bainha de mielina e,

consequentemente, a neurodegeneragao*.
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Para além dos neurdnios, existem as células gliais presentes numa proporgao
semelhante que se dividem em microglia, que abrange um conjunto de macréfagos
especializados que sao ativados pelas células T através do IFN-y, e em macroglia que
inclui células cujas fungdes proporcionam a sobrevivéncia dos neurénios, das quais os
oligodendrécitos que constituem o principal alvo da resposta imunolégica. Estes
sintetizam mielina, na regido central do sistema nervoso que se concentra em torno
dos axonios para criar um isolamento do potencial de acdo que promove a sua
propagacao. A bainha de mielina é segmentada de forma a gerar uma condugéo
axonal saltatéoria®®. Quando esta é comprometida, ocorre laténcia dos potenciais
evocados visuais, auditivos e somatossensitivos. Numa fase primaria da doenca,
ocorrem episodios de disfuncdo neuronal e de recuperacao tecidual, em que ocorre o
desaparecimento dos sintomas que, por sua vez, voltam a surgir. Numa fase
secundaria, estes demonstram-se persistentes causando danos permanentes no
sistema nervoso. Resultados obtidos de amostras de pacientes com EM e de modelos
animais com a doenca revelam que as células Th1 e Th17 contribuem para a
patogénese da doenga (como representado na figura 11), enquanto que as células
Treg conferem protegdo a mesma*®. O tratamento atual da EM consiste no alivio
sintomatico e em retardar o surgimento dos efeitos duradouros, evitando a
incapacidade. A compreensdo dos mecanismos envolvidos na regulacdo da
diferenciagédo dos linfécitos T CD4+ diretamente envolvidos na patogénese e/ou

protecao da doenga sera muito importante para desenvolver novas terapias*®.
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Figura 11- Células T efetoras na EM. Nesta doenga é mantido um estado inflamatério

constante no sistema nervoso central que contribui para a morte de oligodendrdcitos, e
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consequentemente a morte de neuroénio. As células secretoras de IL-17 (Th17) e IFN-y (Th1)
ativam localmente células da glia e células APCs, através do MHC. As citocinas pro-
inflamatdrias produzidas pelas células Th17 (IL-17, IL-21 e IL-22) podem ativar as células T
CD8+ levando a producdo de perforinas e granzimas que, em conjunto com a granzima B
produzida pelas préprias € o IFN-y produzido pelas células Th1 podem levar a destruicao direta

dos oligodendroécitos48.

1.4 miRNAs e a sua fungao na regulacao da diferenciacao das células T CD4+

Os microRNAs (miRNAs) constituem uma grande familia de RNAs né&o
codificantes essenciais a regulagdo pds-transcricional, promovendo a degradacao ou
impedindo a tradugdo dos respetivos RNAs mensageiros*®. Regulam multiplos
processos celulares, incluindo a proliferagdo e diferenciacdo celular e também a
prépria fungdo e diferenciagdo dos linfécitos T CD4+ .

Os miRNAs correspondem a RNAs de curta dimensao com comprimento entre 19
e 24 nucleotideos que se ligam a extremidade 3' UTR dos genes alvo, induzindo a
inibigdo ou degradacdo do RNA mensageiro alvo. Em animais, os miRNAs sao
transcritos pela RNA polimerase Il a partir de DNA nao codificante, originando um
acido nucleico com um comprimento mais longo designado por "pri-miRNA" (Figura
12)%'. Uma vez transcrito, a cadeia gerada dobra sobre si mesmo e ¢é clivada formando
um pré-miRNA, com o auxilio do complexo Drosha-DGCRS8. Este transcrito € clivado
pela proteina Dicer depois de abandonar o nucleo por meio de uma exportina, gerando
o miRNA maduro. Apenas uma das cadeias deste miRNA é utilizada nos passos
subsequentes, sendo que varias sdo as teorias que propdem o método de selecdo®?. A
cadeia de miRNA é associada a proteina AGO ou Argonauta, e juntas formam o
complexo de silenciamento de genes. Alternativamente, os miRNAs podem derivar de
intrdes (ndo codificantes) de pré-mRNAs, sendo processados por um mecanismo

semelhante ao referido anteriormente (Figura 12, esquema da direita)®.
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Alguns pri-miRNAs nao requerem a agado da Drosha durante a sua biogénese.
Em contraste com os miRNAs candnicos, os miRNAs ndo candnicos, como € o caso
do pri-miR-451, sao demasiado curtos para serem processados pela Drosha, sendo
clivados por um microprocessor € por uma exonuclease designada por PARN, que
gera um miRNA maduro. Estes miRNAs, ao contrario dos candnicos, sdo pouco
conservados filogeneticamente e sdo pouco expressos, carecendo de fungdes
reguladoras®.

Os miRNAs geralmente regulam varios mRNAs alvo, sendo a identificagéo
destes extremamente importante para a compreensido do seu mecanismo de acéo.
Varios estudos demonstraram que os mMiRNAs s&o reguladores essenciais da
diferenciagdo de linfocitos T CD4+%. Observou-se que a deplegdo de todos os
mMiRNAs especificamente em células T provoca uma reducdo da proliferacdo e
sobrevivéncia destas células, e um aumento da produgado das citocinas inflamatérias
IFN-y e IL-17A, pelas células T CD4+, bem como inflamagdo espontédnea e
autoimunidade in vivo®.

Existem também miRNAs especificos que foram identificados como
reguladores da diferenciacdo de células T efetoras e de células T reguladoras (Figura

13). O miR-29, por exemplo, reprime a expressao do IFN-y através da degradacao do
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T-bet e Eomes, reguladores transcricionais da expressdo de IFN-y®’. Por outro lado, os
membros do cluster miR-106~363 influenciam a diferenciacdo das células Th17 por
degradacéo do fator de transcri¢gdo associado a Th17, ROR-y, levando a diminuicdo da
produgdo de IL-17A%. O miR-125a por sua vez, promove a atividade das células T
reguladoras através da supressao de fatores ligados as células efetoras, tal como o
STAT3 e o IFN-y*.

Th1

IFN-y.
TNF-a

Th2

IL-4, IL-5.
IL-6, IL-13

Th17

IL-17A, IL-17F,
IL-21, IL-22

Naive CD4* Treg
T cell TGFB.

iL-10

Figura 13- MicroRNAs envolvidos na diferenciagdo das células T CD4+. A
vermelho, os microRNAs que inibem a diferenciagao celular. A verde, os microRNAs promovem

a diferenciacéo celular (adaptado)®®.

Dados recentes mostram que miRNAs especificos participam também na
modulagdo da diferenciacdo de linfécitos T numa grande variedade de doencas
autoimunes, incluindo a EM. Por exemplo, a sobre-expressao do miR-326 estimula a
producdo de IL-17 em células Th17 através da inibicdo da expressao de Ets-1,
aumentando a patogénese da EM®'. O conhecimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na regulagéo da diferenciagéo dos linfocitos T, mediada por miRNAs pode
assim contribuir para uma melhor compreensao da patofisioloiga associada a doengas
autoimunes. Este conhecimento permitirda, por um lado, a identificacdo de
biomarcadores associados a diferentes estadios de progressao da doenga, auxiliando
no diagndstico e prognodstico da mesma e, por outro lado, a descoberta de novos alvos
terapéuticos.

Este estudo visa assim fazer uma revisado da literatura com um foco especial

nos MiRNAs que se encontram associados a diferenciacao de linfécitos T CD4+ em
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varias doengas autoimunes, incluindo a LES, Ps, AR, Doenga de Crohn e EM bem
como na identificacdo dos seus alvos moleculares. Pretende-se identificar
mecanismos comuns € especificos a estas doengas com uma validacao final dos

resultados num modelo experimental de EM.

1.5 Dados Preliminares

No ambito do projeto CoG-646701 ERC foi gerado e validado um modelo
animal de ratinho triplo reporter para o IFN-y (YFP+), IL-17a (GFP+) e Foxp3 (hCD2+),
Foxp3-hCD2.1fny-YFP.IIM7a-GFP, como indicado na figura 14 A. Este modelo animal foi
sujeito a encefalomielite autoimune experimental (EAE) apds inje¢cdo de 100 ug do
péptido da glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) emulsificada numa
solugédo de CFA, tendo-se adminstrado 200 ng da toxina pertussis via endovenosa no
dia da imunizacdo e dois dias depois da mesma. A progressdao da doenca foi
monitorizada pela analise do grau clinico da doencga, que é semelhante em ratinhos wt
(C57BL/6) e em ratinhos reporters triplos (Figura 14 B e C). As trés populacdes Th1,
Th17 e Treg foram isoladas a partir do bago e nédulos linfaticos na fase plateau (figura
15 A) de acodo com a estratégia de “gating” indicada na figura 15 B.

O RNA total extraido a partir destas células foi sujeito a RNA-seq e small-RNA-
seq, tendo-se observado, por RNA-seq, uma segregacgao clara entre as populagdes de
Th1, Th17 e Treg, encontrando-se os “genes-assinatura” de cada populagao, como por
exemplo, o IFN-y, o IL-17 e o Foxp3, respetivamente, entre outros, enriquecidos nas
populagdes respetivas (dados ndo apresentados). Os dados de miRNA-seq permitiram
a identificacao de 110 miRNAs diferencialmente expressos entre as populacdes Teff e
Treg in vivo (figura 16), tendo-se identicado também cerca de 4000 mRNAs
diferencialmente expressos entre essas populagbes (dados nao incluidos neste
trabalho).

Estes resultados foram obtidos por analise bioinformatica dos miRNAs/mRNAs
sequenciados, tendo as “reads” obtidas através de miRNA-seq sido processadas
usando a “pipeline” CAP-miRSeq®. Mais concretamente, as “reads” foram filtradas,
tendo os adaptadores sido removidos usando o “cutadapt’. As reads filtradas foram
alinhadas com o genoma de ratinho (GRCm38) usando o programa bowtie®. A
previsdo e quantificagdo dos miRNAs foi feita com o programa miRDeep2°%, tendo os
miRNAs conhecidos sido obtidos através da mirbase (versdo 21)%°. No caso do RNA-

seq, as ‘reads” sequenciadas foram filtradas tendo os adaptadores sido removidos
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através do uso do cutadapt. As reads filtradas foram alinhads com o genoma de
ratinho (GRCm38) usando o Hisat2%. As tabelas de contagens de genes foram obtidas
com o featureCounts®” contra modelos de genéticos de ratinhos (gencode M16). Em
ambos os casos, a analise de expressao diferencial foi efetuada com o pacote R,
designado por edgeR®. Os dados das contagens foram normalizados através da
normalizagdo TMM®®, tendo sido aplicada estatistica baesiana moderada para

obtengao de genes diferencialmente expressos entre as varias condigdes’.
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Figura 14- Estabelecimento de um modelo de encefalomielite autoimune experimental
(EAE) no modelo triplo repérter Foxp3-hCD2.lfng-YFP.lI17a-GFP. (A) A representagao
esquematica das alteragdes gendmicas introduzidas no ratinho triplo repérter Foxp3-hCD2.Ifng-
YFP.lI17a-GFP com a respetiva populagédo de células T CD4+. Nos loci de cada gene reporter
foi inserida a jusante do codao stop enddgeno, a sequéncia de uma proteina repérter que sera
traduzida de forma independente (B) Set up experimental. (C) Comparacao da progressao da
doenca de EAE e sobrevivéncia entre ratinhos WT e reporteres triplos Foxp3-hCDZ2.Ifng-
YFP.II17a-GFP. Os ratinhos foram pesados diariamente, tendo-se avaliado os sintomas clinicos
de EAE.
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Figura 15- Isolamento de células Treg, Th1 e Th17 a partir de ratinhos repdrter triplos
Foxp3-hCD2.Ifng- YFP.lI17a-GFP na fase plateu de EAE. (A) As células Treg, Th1 and Th17
foram isoladas do baco e nddulos linfaticos de ratinhos reporter triplos Foxp3-hCD2.lfng-
YFP.lI17a-GFP na fase de plateau de acordo com o seu gene repérter, tendo o RNA isolado a
partir das mesmas sido sujeito a RNA- e small RNA-seq. (B) Estratégia de definicdo das trés
populagdes de linfécitos (YFP+ - Th1, GFP+- Th17 e hCD2+ -Treg) por FACS.
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Figura 16- “Heatmap” associado a variancia da expressdo dos miRNAs analisados no
modelo EAE. Consideram-se diferencialmente expressos (sombreado), os miRNAS que
apresentam um “fold change” superior a 2 (canto superior direito). Lateralmente, encontram-se
os MiRNAs analisados. Na base do grafico encontram-se as amostras utilizadas para cada
populagdo celular. A- Amostra: A1-3 (Th1); A4-6 (Th17); A7-9 (Treg).
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2. Objetivos

A descodificacdo dos mecanismos de diferenciacao de linfocitos T podera
ter um grande impacto no tratamento de doencas autoimunes e em patologias
crénicas e recorrentes dominadas por uma resposta imunitaria exacerbada e pré-
inflamatéria. A funcdo dos linfécitos T, e mais especificamente os linfécitos T CD4+, no
contexto da autoimunidade, depende do balanco entre a sua capacidade de produzir
citocinas inflamatérias, tais como o IFN-y (células Th1) e a IL-17 (células Th17) por
células ditas “efetoras”; e a sua atividade de supressdo da resposta imune,
caracteristica de células T reguladoras (Treg). Deste modo, a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na regulacéo do balango entre as subpopulagdes de células
Teff e Treg pode contribuir para a translacdo do conhecimento para a terapéutica das
doencas autoimunes.

A regulacdo desta diferenciacao de linfocitos T podera ocorrer ao nivel
transcricional, pés-transcricional ou a nivel de sinais extracelulares. Desta forma,

pretende-se com esta revisao bibliografica:

- Identificar os principais reguladores transcricionais, poés-transcricionais e
extracelulares da diferenciagcao dos linfocitos T CD4*, com especial enfase para
os mMiRNAs, pequenos RNAs nado codificantes que atuam como reguladores

negativos da expressao de genes no contexto das doengas autoimunes.

Como objetivos especificos, pretende-se:

- ldentificar fatores de transcricao, miRNAs (e respetivos RNAs alvo) e citocinas
que estejam envolvidos na regulagéo da diferenciagcéo de linfocitos T CD4+ em

condi¢des basais;

- Identificar miRNAs e o0s seus genes alvo que regulam a diferenciacdo de
linfécitos T CD4+ no contexto das doencas autoimunes LES, Ps, AR, DCr e
EM;

- Analisar o perfil de miRNAs identificados no contexto do modelo animal de EM;
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3. Metodologia de Pesquisa Bibliografica

A identificacao de fatores reguladores envolvidos na diferenciacdo das células
T CD4+ foi feita através da selegcao de artigos cientificos que fazem referéncia aos
mesmos. Apos a leitura destes, a sua informacao é inserida em tabelas. As duas
primeiras dizem respeito a regulagdo genética das células T CD4+ em condicbes
basais. A primeira tabela resume a informagao encontrada sobre genes codificantes. A
segunda resume a informacado relativa a miRNAs. As restantes tabelas incluem a
informacao encontrada sobre o perfil de expressao de diferentes miRNAs em doencas
autoimunes bem como os seus genes alvo. Foi utilizada a base de dados Pubmed que
consiste num motor de busca que reune uma ampla quantidade de referéncias
bibliograficas, relativas a area da saude.

Para facilitar a selegdo, foram utilizados filtros disponibilizados pela propria
plataforma que possibilitam uma analise rapida. Na pesquisa de artigos esta sempre
presente o filtro “in the last 10 years” que proporciona a obten¢ao de artigos cientificos
com a informacdo mais recente. Para a construcdo das duas primeiras tabelas,
anteriormente referidas, aplica-se adicionalmente o filtro “Review”, pelo facto de este
reduzir o numero total de artigos, possibilitando uma analise eficiente. Para a
construcao das restantes tabelas, é removido este filtro, visto que a quantidade de
artigos encontrados nao justifica a sua utilizagdo. Para além da possibilidade de o
mesmo remover artigos cruciais a serem integrados nas mesmas.

Foi necessario determinar quais os termos que melhor se ajustam na obtenc&o
do maximo numero de artigos relativos ao objeto de estudo. A plataforma Pubmed
permite a realizacdo de uma pesquisa avangada que consiste na insercéo de palavras-
chave em diferentes caixas de texto, conduzindo a obtencdo de artigos com
informacdo de cada uma delas. A primeira caixa de texto inclui sempre os termos
“Th1”, “Th17” e “Treg”. Foi considerado o uso do termo “T cell”, no entanto este gerava
uma elevada quantidade de artigos relativos a células que n&o constituem o objeto de
estudo. Como tal, esse termo foi excluido. A segunda caixa de texto inclui os termos
‘microRNA” e “miRNA”. Nas tabelas relativas as doencas autoimunes, é adicionada
uma terceira caixa de texto, em que se insere o nome da doenca autoimune e a sua
sigla.

Durante a escolha dos artigos, sdo excluidos aqueles cujo titulo nao refere
nenhum dos termos mencionados anteriormente. Sao incluidos artigos que possuam

pelo menos um dos termos das duas caixas de texto, ou seja cada titulo refere um dos
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trés tipos de células T CD4+ ou identifica um fator regulador especifico,
correspondente a um microRNA (ou um gene codificante, no caso da tabela 1). Torna-
se relevante destacar que relativamente as tabelas 1 e 2 foram incluidos fatores
reguladores referidos na introdugdo. Esta metodologia ndo se aplica as restantes
tabelas. Nas pesquisas relativas as doengas autoimunes, torna-se obrigatorio referir o
nome da doencga ou a sua abreviatura no titulo do artigo. Existe a possibilidade de
surgir uma sigla que corresponde a um conjunto de doengas que abrange a mesma
que se pretende estudar. Para esse caso, o artigo também é incluido para analise.
Verifica-se que alguns artigos mencionam o0s termos inseridos, mas que
posteriormente nada inferem sobre a regulacédo da diferenciacao das células T CD4+,
ou que abordam a mesma, em condi¢des diferentes da fisiolégica e da autoimunidade,
nao sendo incluidos, por esse motivo.

Por fim, para a selecdo dos artigos, inicialmente & verificado o resumo dos
mesmos para determinar se estes fazem referéncia a regulagdo da diferenciacao,
devendo, ou ndo, serem inteiramente analisados. Durante a leitura, procura-se a
informacéo relativa ao tipo de célula e ao efeito gerado na regulacao da diferenciagao.
E somente destacado o efeito expresso em células T CD4+ (Th1, Th17 ou Treg), e o
fendtipo observado na doencga, sendo também realcado o alvo molecular de cada
miRNA. No caso dos artigos que nao possuem a informacdo sobre os alvos
moleculares, os miRNAs identificados sdo designados como potenciais biomarcadores

e inseridos numa tabela final.
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3.1 Selecao de fatores reguladores em condicbes basais

Base de dados utilizada:
Pubmed

Pesquisa Avancgada:
((Th1) OR (Th17) OR (Treg)) AND
(Receptor OR Cytokine OR Transciption
Factor)

Numero total de artigos: 3318

A4

Escolha de artigos de revisao que
incluam no titulo pelo menos uma
palavra-chave das caixas de texto (Th1,
Th17, Treg) ou (Cytokine, Receptor,

Transcription factor)

Numero de artigos escolhidos: 18

.

Aplicacao dos filtros:

“Review” e “in the last 10 years”

Pesquisa Avancgada:
((Th1) OR (Th17) OR (Treg)) AND
(microRNA OR miRNA)

Numero total de artigos: 120

A

Escolha de artigos de revisao que

incluam no titulo pelo menos uma

palavra-chave das caixas de texto

(Th1, Th17, Treg) ou (microRNA,
miRNA)

Numero de artigos escolhidos: 13

~

Andlise de cada artigo para
confirmar se esta integrado
no objeto de estudo.
Posteriormente, selegédo dos

artigos originais

Construgéo da Tabela 1

Numero de total de artigos: 7

|

Artigos referidos na

introducao: 4
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Construcao da Tabela 2

Numero de total de artigos: 9

|

Artigos referidos na
introducao: 2




3.2 Selecao de fatores reguladores no LES

Base de dados utilizada:
Pubmed

Aplicacao do filtro:

“in the last 10 years”

Pesquisa Avancgada:
((Th1) OR (Th17) OR (Treg))
AND (microRNA OR miRNA)

AND (Lupus OR ESL)

Numero total de artigos: 40

A

Escolha de artigos que incluam
no titulo 0 nome/abreviatura da
doenca e umtipode célula T
CD4+

Numero de artigos escolhidos: 21

A 4
Andlise de cada artigo para
confirmar se 0 mesmo se
encontra integrado no objeto
de estudo

A 4
Numero de artigos lidos
sobre miRNAs: 11

Construcao da Tabela 3

Numero de artigos selecionados: 7
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Artigos selecionados cujo alvo molecular
do miRNA ndo é identificado: 2




3.3 Selecgao de fatores reguladores na AR

Base de dados utilizada:
Pubmed

Aplicagao do filtro:
“in the last 10 years”

Pesquisa Avancgada:

((Th1) OR (Th17) OR (Treg)) AND

(microRNA OR miRNA) AND
(rheumatoid arthritis OR AR)

Numero total de artigos: 68

A

N

Escolha de artigos que incluam
no titulo o nome/abreviatura da

doenca e umtipode célula T
CD4+

umero de artigos escolhidos: 20

A

Andlise de cada artigo para
confirmar se 0 mesmo se
encontra integrado no objeto
de estudo

A

Numero de artigos lidos
sobre miRNAs: 7

Construcao da tabela 4

Numero de artigos selecionados: 5
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Artigos selecionados cujo alvo molecular do
miRNA n&o é identificado: 2




3.4 Selecao de fatores reguladores na Ps

Base de dados utilizada:
Pubmed

Aplicagéo do filtro:

“in the last 10 years”

Pesquisa Avancgada:
((Th1) OR (Th17) OR (Treg))
AND (microRNA OR miRNA)

AND (Psoriasis OR Ps)

Numero total de artigos: 33

Escolha de artigos que incluam
no titulo o nome/abreviatura da
doenca e umtipode célula T
CD4+

Numero de artigos escolhidos: 19

A

y

Andlise de cada artigo para
confirmar se 0 mesmo se
encontra integrado no objeto
de estudo

A

Numero de artigos lidos
sobre miRNAs: 7

Construcao da tabela 5

Numero de artigos selecionados: 5
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Artigos selecionados cujo alvo molecular do
miRNA n&o é identificado: 2




3.5 Selecao de fatores reguladores na DCr

Base de dados utilizada: Aplicagéo do filtro:
Pubmed “in the last 10 years”

Pesquisa Avangada:
((Th1) OR (Th17) OR (Treg))
AND (microRNA OR miRNA)

AND (Crohn’s Disease OR IBD)

Numero total de artigos: 33

A 4

Escolha de artigos que incluam no
titulo o nome/abreviatura da
doenca e um tipode célula T

CD4+

Numero de artigos escolhidos: 24

A
Andlise de cada artigo para
confirmar se 0 mesmo se
encontra integrado no objeto
de estudo

y

Numero de artigos lidos
sobre miRNAs: 8

Construcao da tabela 6

Numero de artigos selecionados: 6 Artigos selecionados sem alvo molecular
identificado: 1
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3.6 Selecao de fatores reguladores na EM

Base de dados utilizada: Aplicagao do filtro:
Pubmed “in the last 10 years”

Pesquisa Avangada:
((Th1) OR (Th17) OR (Treg)) AND
(microRNA OR miRNA) AND
(Multiple Sclerosis OR EAE)

Numero total de artigos: 95

Escolha de artigos que incluam no
titulo o nome/abreviatura da
doenca e umtipode célula T

CD4+

Numero de artigos escolhidos: 26

A
Andlise de cada artigo para
confirmar se 0 mesmo se
encontra integrado no objeto
de estudo

\ 4

Numero de artigos lidos
sobre miRNAs: 16

/

Construcao da Tabela 7 _ _
Artigos selecionados sem alvo molecular

Numero de artigos selecionados: 14 identificado: 1
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4. Resultados

4.1 ldentificagdo de fatores de regulagdo envolvidos na diferenciacdo das
células T CD4+

Existem varios niveis de regulacéo da diferenciacdo dos linfécitos T CD4+, dos
guais se destacam, neste trabalho, a regulacdo transcricional mediada por fatores de
transcricdo, a regulagdo pos-transcricional, mediada por mMIRNAs, os fatores
extracelulares, nomeadamente as citocinas, e ainda os respetivos recetores’. Destes
refor¢a-se o papel regulatério recentemente atribuido aos miRNAs, um grupo de RNAs
nao codificantes com fungdes relevantes na funcéo de linfécitos T CD4+ em condi¢des
basais e patogénicas’.

A analise e compreensdo destes mecanismos de regulacdo € extremamente
importante uma vez que determina o balanco final entre populacdes de células T
CD4+ efetoras como as Thl e Thl7 e reguladoras, como as Treg cujo equilibrio é
essencial para manter a homeostasia.

Como mencionado anteriormente, as citocinas sdo criticas para a diferenciacao
dos linfécitos T CD4+, em subpopulagdes efetoras versus reguladoras. As citocinas
induzem vias de sinalizagdo, mediadas por proteinas recetoras a superficie das
células, e que incluem varias redes de fatores de transcrigdo que, por sua vez,
regulam a expressado de genes codificantes e ndo codificantes, incluindo microRNAs,
essenciais ao funcionamento de cada subpopulagdo. Para além dos recetores
ativados pelas citocinas, existem outros recetores de superficie que possuem como
fungéo a ativacdo das células T CD4+ e o desencadeamento de vias de sinalizagéo,
envolvidas na producédo de citocinas enddgenas, ou no crescimento e proliferacao
celular. Os microRNAs, por sua vez, podem ligar-se, por complementaridade as
regides 3’'UTR dos transcritos dos fatores reguladores anteriormente referidos
regulando assim a sua expressdo em varios contextos celulares, podendo alterar a
sua diferenciacdo’. Esta constitui a base da pesquisa dentro de cada artigo referido
nas tabelas.

Comecou-se entdo por fazer uma andlise detalhada e atualizada dos fatores
proteicos incluindo citocinas, recetores de superficie e fatores de transcricdo
envolvidos na regulacéo da diferenciacdo das subpopulacdes de linfécitos T efetores
Thl e Th1l7 e re-guladores Treg, bem como dos miRNAs que regulam estes processos
e correspondente identificacdo dos respetivos alvos moleculares. Seguidamente

focou-se na andlise dos miRNAs envolvidos na regulagédo da diferenciagdo de Thl,
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Thl7 e Treg em vérias doencas autoimunes, nomeadamente o Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), a Artrite Reumatoide (AR), a Psoriase (Ps), a doenc¢a de Crohn (DCr)
e a Esclerose Mudltipla (EM) com vista a identificacdo de reguladores especificos de
cada doenca, que possam ser usados como biomarcadores ou potenciais alvos
terapéuticos. Finalmente, os miRNAs identificados nas varias doencas autoimunes,
bem como os genes alvo foram analisados num modelo animal de esclerose multipla
estabelecido no laboratorio de acolhimento.

Os artigos selecionados basearam-se em estudos feitos em modelos animais
ou em amostras de humanos, tendo-se recorrido a diversas metodologias para a
quantificacdo e estudo dos varios reguladores moleculares a partir das células CD4+
isoladas em diferentes tecidos. O RT-PCR quantitativo (RT-gPCR) foi usado
essencialmente para detetar e quantificar os niveis de miRNAs e mRNAs de recetores
e fatores de transcricdo, tendo a producdo de citocinas sido analisadas
essencialmente pela técnica de citometria de fluxo e por ELISA. Alternativamente as
proteinas foram quantificadas recorrendo a técnica de western blot. Finalmente varios
resultados descritos provém da analise de técnicas de analise mais global de
expressao de genes, as ditas abordagens “Omicas”, incluindo-se neste conjunto as
tecnologias de RNA-seq para analisar o transcriptoma, small-RNA-seq para analisar o
miRNoma e ChiP-seq para identificar proteinas que se ligam a fatores de transcri¢ao.

No anexo, encontra-se uma descri¢céo breve de cada técnica referida.

4.1.1 Fatores de transcrigdo, recetores e citocinas envolvidos na regulacdo da

diferenciacao

A tabela 1, elaborada a partir dos artigos selecionados através do fluxograma
da seccao 3.1, resume a informacéao recolhida relativa as citocinas, recetores e fatores
de transcricdo envolvidos na diferenciacao de células efetoras Thl e Th17 bem como
Treg em humanos ou em modelos animais. E também incluido o seu efeito a nivel
molecular bem como o seu efeito global na diferenciagédo de células T CD4+.

Apds a pesquisa, confirmou-se o papel do fator de transcricdo T-bet, codificado
pelo gene TBX21, na promocao da expressdo de IFN-y em células Thl, contribuindo
assim para a sua diferenciacdo. A ativacdo deste fator encontra-se dependente da

s

fosforilagdo do STAT1 que é induzida pelo proprio IFN-y e por outras citocinas

inflamatérias presentes no meio extracelular, como é o caso da IL-12 e da IL-33,

sendo que a expressdo dos respetivos recetores a superficie celular, encontra-se
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aumentada no contexto da infecdo’. A citocina IL-12, em particular possui um papel
importante na ativacao dos fatores Jak2 e Tyk2, através da sinaliza¢do intracelular que
levam a fosforilacdo do fator STAT4 que, ao ser ativado, liga-se a regido promotora do
IFN-y, ativando a sua expresséo®. Os fatores AmlI1l e Runx1l geram o mesmo efeito,
ligando-se a regido promotora de IL-2 e de IFN-y. O mesmo estudo verifica que o
Foxp3 reprime a expressao destes, promovendo assim diferenciacdo das células
Treg?.

Relativamente as células Th17, sabe-se que o fator de transcricao Batf € muito
expresso neste tipo de células, estando diretamente relacionado com o aumento da
expressao de IL-17A pois promove a expressdo do fator de transcricdo RORyt que se
liga a zona promotora do gene que codifica essa citocina'l. Outro fator consiste no
fator Blimp-1, codificado pelo gene PRDM1, que possui como funcdo reprimir a
producado de citocinas associadas a populacdo Th17, através da sua ligacado ao gene
que codifica a IL-17A, inibindo assim a sua difenciagado’.

Relativamente as células Treg, sabe-se que o recetor Ctlad é essencial para a
sua funcédo supressora de respostas imunitarias, € que 0 mesmo promove a expressao
do fator Foxp3, necessario para a sua diferenciacdo’. O mesmo ocorre, através do
fator Foxol que se liga a sua regido promotora. Por outro lado, o fator Akt constitui um
regulador central da fungé@o das células Treg, ao inibir a expressdo de Foxp3, através
da via de sinalizacdo MAPK/mTORS.

Tabela 1- Citocinas, receptores e fatores de transcrigdao envolvidos na expressao génica das
células Th1, Th17 e Treg

Tipo de Fator de Origem da Diferenciacdo | Referéncia
Célula | regulacéo Efeito a nivel molecular Amostra
TBX21 Promogéao da expressao de Murina
(TF*) IFN-y (Bago e Nodulos
STAT1 Promocéo da expresséo de Linfaticos) 7
(TF*) T-bet e de IL-12RB1
IL12RB1 Promocéo da expressao de Murina
Thl (R¥) Jak2, Tyk2 (N6dulos Promovida 8
Linfaticos)
AML1
(TF*) Promocéo da expressao de Humana
RUNX1 IL-2 e de IFN-y (Sangue 21
(TF¥) Periférico)
BATF Promocéo da expresséo de Promovida
(TF*) RORyt e IL-17A Murina 11
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Thl7 Blimp-1 Inibicdo da expresséo de (Baco e NAdulos Inibida
(TF*) IL-17A Linfaticos) 74
CTLA4
(R* Promocéo da expressao de Murina 75
Foxp3 (Bago e Nodulos Promovida
Treg F?r)égl Linfaticos)
AKT Inibicdo da expresséao de Inibida 76
(TF*) Foxp3

*TF-Fator de Transcri¢édo; R-Recetor;

4.1.2 miRNAs envolvidos na regulacao da diferenciacio das células T CD4+

A partir da pesquisa indicada no fluxograma da seccdo 3.1., construiu-se a
Tabela 2 que resume a informacdo sobre os miRNAs responsaveis pela inibicdo ou
promocao da diferenciacdo de células Thl, Th1l7 e Treg, identificando-se o respetivo
alvo molecular, e a consequéncia a nivel celular. Como referido anteriormente, os
miRNAs sdo reguladores negativos da expresséo genética’’. No caso dos linfocitos T
CD4*, os miRNAs podem ligar-se a fatores reguladores da sua diferenciacdo
(identificados na tabela 1 e descritos na introdugéo), modulando este processo, quer
através de alteracbes a nivel da proliferacdo destas células ou da diferenciacdo
propriamente dita. O perfil de expressdo de cada miRNA podera condicionar o
surgimento de doengas autoimunes, conforme referido na seccéo seguinte’®.

Relativamente as células Thl, como foi referido anteriormente, o miR-125a-
3p/5p inibe a producéo de IFN-y, dado que o seu alvo molecular consiste no fator de
transcricdo STATS3, indutor da expressédo de citocinas inflamatérias®. Sabe-se também
gue o miR-29-3p inibe a producdo de IFN-y, pela sua ligacdo a diferentes fatores que
regulam esta citocina®’. Através da pesquisa confirmou-se que este se liga
diretamente a regido 3' UTR do mRNA codificado pelo gene IFNG’®. A diferenciacdo
das células Thl é também inibida pelo miR-146a-3p, devido a sua ligagdo ao gene que
codifica o fator PRKCg, responsavel pela fosforilagdo do STAT4, promotor da
producdo de IFN-y por este tipo de células. Estes resultados corroboram efeitos
anteriormente verificados na inibicdo da diferenciacdo de células Thl por parte do
miR-146a, mediados por outras vias intracelulares, nomeadamente através dos alvos
de mRNA Traf6 e Irakl, que o identificam como um potente “travdo” da
autoimunidade®. Sabe-se também que a producdo citocinas, caracteristicas da
populacdo Thil, incluindo a IL-2 e o IFN-y é promovida pelo miR-9-5p através da

inibicdo do gene PRDM1, que codifica o fator Blimp-18!. Tal como referido na secgédo
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anterior este fator também inibe a expresséo de IL-17, atuando, de modo geral, na
inibicdo de citocinas pro-inflamatérias’®. Verificou-se que o miR-148 possui varios
genes alvo, entre os quais o fator de transcricdo Bim que € pro-apoptético. Desta
forma é promovida a sobrevivéncia das células Thl e consequentemente a sua
diferenciacdo®?,

Quanto as células Th17, sabe-se que o mir-323-3p tem como alvo molecular
genes envolvidos na via de sinalizacdo desencadeada pelo TGF-8. Entre estes,
destacam-se os que codificam as proteinas Smad (2 e 5) que sdo transdutores de
sinal cruciais para a proliferacdo das células Th17, por promoverem a expressao da
producao de IL-17 e a IL-22. Assim, o0 miR-323-3p atua como regulador negativo da
diferenciagdo das células Th17. Outro alvo molecular deste miRNA corresponde ao
gene CDKN1B que codifica a proteina p27 que inibe a proliferagdo celular, ao
interromper a progressao do ciclo celular na fase G1. Esta consiste numa proteina
inibidora da cinase dependente de ciclina, ou Cdk. Como tal, a inibicido desta proteina
ira promover a proliferacdo celular, potenciando a diferenciacido das células Th178.
Identificou-se também o mir-155-3p/5p que promove a diferenciacao das células Th17,
induzindo a expressao de IL-17. Tal deve-se ao facto do miR-155 ligar-se a regido
3'UTR do gene que codifica a proteina Socsl, inibidora da expressdo de citocinas
inflamatdrias através da regulacdo negativa da via de sinalizacdo de JAK/STAT®.

Quanto as células Treg, a pesquisa revelou que o miR-126-3p/5p promove a
proliferacdo das mesmas. Este miRNA liga-se & subunidade p85b do fator Pi3k, cuja
via encontra-se envolvida no crescimento e sobrevivéncia celular. A inibicdo da p85b
resulta também na promogao da producdo de IL-10 e do recetor Ctla-4, que

constituem fatores ativadores da diferenciacéo das células Treg®.

Tabela 2- miRNAs envolvidos na expressao génica das células Th1, Th17 e Treg.

Tipo Fator de | Molécula Efeito Origem Diferenciacdo | Referéncia
de Regulacéo Alvo a nivel molecular da
Célula Amostra
miR-125a- | STAT3 Inibicdo da sintese de Humana
3p/5p (TF) IFN-y (Sangue 59
Periférico)
Inibicdo da sintese de
IENG IFN-y e supresséo da Murina Inibida
miR-29-3p N resposta a infecdo por (Baco) 57,79
Thi ©) | “agentes patogéni
gentes patogénicos
intracelulares
miR-146a- | PRKCe | Inibic&o da ativacéo de 80
3p (K*) STAT4 Humana
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miR-9- PRDM1 Promocéo da (Sangue
3p/5p (TF) expressao de IL-2 Periférico) 81
e de IFN-y Promovida
miR-148a- BIM Promogéo da Murina 82
3p/5p (TF*) proliferacéo celular (Baco)
SMAD Inibicdo da expressao
2/5 de IL-22 e de IL-17 Humana Inibida
miR-323- (TF* (Sangue 83
3p CDKN1B Promogéo da Periférico)
Thl7 (TF*) diferenciacdo das
células Th17 Promovida
Promocéo da
miR-155- SOCS1 | expresséo de RORyt e Murina 84
3p/5p (TF*) da expresséo de IL-17 (Bago)
Promocéo da
Treg miR-126- P85B expressdo de IL-10 e Murina Promovida 85
3p/5p (TF*) da (Baco)
expresséao do recetor
CTLA-4

*TF-Fator de Transcri¢cao; R-Recetor; C-Citocina; K-Cinase;

4.2. Caracterizacao dos fatores que regulam a diferenciacao das células T
CD4+ na autoimunidade

Como referido anteriormente, as células T CD4* estdao envolvidas na
patogénese de doencgas autoimunes, existindo diferentes fatores reguladores que
modulam a sua diferenciagéo. A diferenciacdo das células CD4+ em Thl ou Th17 com
a correspondente producado das citocinas inflamatorias IFN-y e IL-17, respetivamente,
esta fortemente associada ao desenvolvimento de doencas inflamatorias crénicas e
autoimunes. Esta funcdo €, contudo, contrariada pelas células T reguladoras, com
funcéo supressora anti-inflamatéria, bloqueadora da acdo das células efetoras Thl e
Thl7. Tal é demonstrado através das manifestacfes severas de autoimunidade em
doentes e modelos animais com niveis deficientes de células Treg®.

Assim, a autoimunidade caracteriza-se, pela desregulacdo do balango en-
tre a capacidade das células CD4* produzirem citocinas inflamatérias pelas células
efetoras e a sua atividade de supressao da resposta imunitaria, caracteristica de célu-
las T reguladoras. Deste modo, a compreensdao dos mecanismaos envolvidos na regu-
lacdo do balanco entre as subpopulacdes de células Teff e Treg pode contribuir para a
translacdo do conhecimento para a terapéutica das doengas autoimunes®’.

Sabe-se que, apesar de possuirem funcdes opostas, a diferenciagdo das

células Thl7 e Treg a partir das células T CD4+ naive, requer um fator comum, o TGF-
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B. Como tal, a identificacdo dos mecanismos moleculares, que afetam a diferenciacéo
celular, e o equilibrio entre a quantidade de células das trés popula¢des é fundamental
para a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a autoimunidade®®.
Estando os miRNAs fortemente associados a diferenciacdo destes tipos de células, foi
feita, de seguida uma analise exaustiva dos miRNAs que regulam a diferenciacdo
destas células em véarias doenc¢as autoimunes.

A partir da informacédo obtida nos artigos selecionados de acordo com o0s
critérios dos fluxogramas das seccdes 3.2 a 3.6, foram construidas tabelas que
resumem a informacdo obtida sobre a regulacdo, mediada por miRNAs, da
diferenciacdo de linfocitos T CD4* no contexto da autoimunidade, nomeadamente nas
doengas autoimunes LES, AR, Ps, DCr e EM, de seguida apresentadas.

4.2.1. Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

As manifesta¢des clinicas no LES devem-se a uma desregulacdo entre as
respostas inflamatoérias promovidas por células e efetoras e a manutencdo da
tolerancia pelas células T reguladoras que resultam em lesbes de tecido saudavel
sobretudo a nivel da pele, articulacbes e érgaos internos, como o coragdo € 0s
pulmdes. Ao longo dos anos, varios estudos tém demonstrado uma associagao entre a
diminuicdo da diferenciagdo das células Treg e o aumento da doenga®®. Contudo, o
aumento da diferenciacdo das células Th17 também esta fortemente associado a
patogénese da doenga, como indicado anteriormente®. Um estudo verifica que o
tratamento com corticosteroides aumenta a proporcédo de células Treg em relagdo as
células Th17 em pacientes, contribuindo assim para um alivio dos sintomas®. Assim, o
balango entre as células Th17 e Treg é relevante para a resolugéo do LES. Sabendo
que os miRNAs regulam a expressao de genes envolvidos na diferenciagdo destes
dois tipos de células, fez-se uma pesquisa sobre os mMiRNAs que regulam a
diferenciacao das células Teff e Treg no contexto do LES. Para os termos de pesquisa
empregues na secg¢ao 3.2, verificou-se que o perfil de expressdo de miRNAs encontra-
se apenas alterado nas populagdes Th17 e Treg, havendo um maior niumero de
miRNAs com expressao alterada em células Th17. Confirma-se assim a prevaléncia
desta diferenciacdo no LES. A Tabela 3 resume a informacgao obtida, através da
pesquisa feita de acordo com o fluxograma da secgao referida. Nesta estédo incluidos

os miRNAs cuja expressao esta desregulada no LES, bem como os mRNAs alvos, o
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efeito molecular, a origem da amostra e a contribuicdo para a diferenciacdo de cada
subtipo de célula T CD4".

Nas células Th17 de ratinhos sujeitos a LES, verifica-se o aumento da
expressao do miR-451a-3p/5p, sendo que este possui como alvo molecular o fator
IRF8, envolvido na regulacdo da producédo de interferdes. Apesar de nao ter sido
demonstrada a relacdo com a producao de citocinas efetoras, foi observado um
aumento da expressao das citocinas IL-17A e IL-4, existindo assim um aumento da
diferenciagdo de células Th17°'. A expressdao do miR-873-3p/5p também se encontra
aumentada em pacientes com LES. Sendo o Foxo1, um alvo molecular deste miRNA
que atua como regulador negativo da producédo de IL-17. Assim, a diminuigdo de
Foxo1 nestes pacientes, esta diretamente associada a um aumento da expresséo do
IL-17 e, consequentemente da diferenciacdo das células Th17%. Nestes pacientes,
verifica-se ainda a diminuicdo do miR-101-3p que possui como alvo o mRNA que
codifica a enzima HDAC9 que catalisa a desacetilacdo de diversos fatores de
transcricéo, resultando num aumento da expressao de IL-17A%. Verifica-se também a
diminuicdo do Let-7f-3p/5p que possui como alvo o gene que codifica a IL-6. Esta
promove a expressdo dos fatores STAT3 e RORyt, que constituem assinaturas
moleculares das células Th17, que promovem a expressdo de IL-17 por parte das
mesmas®. O aumento do miR-322-5p observado em pacientes com LES esta
relacionado com a promogao da via desencadeada pelo recetor de TGF-, essencial
para a diferenciacdo das células Th17. Entre os diferentes alvos propostos para este
mMiRNA, destacam-se as proteinas Smad3 que inibem a acdo do fator STATS3,
regulador positivo da expresséo de IL-17%,

As células Treg, responsavels pela manutencdo da homeostasia estdo
comprometidas em pacientes com LES. Varios miRNAs contribuem para a inibicdo da
sua producdo através da regulacado de alvos moleculares diretamente envolvidos na
sua diferenciagdo. Assim, os miRNAs miR-34a-3p/5p € miR-148a-3p/5p possuem a
sua expressdo aumentada em pacientes com LES, verificando-se, no caso do miR-
34a-3p/5p uma ligacao direta a regido 3’'UTR do mRNA do Foxp3, com consequente
diminui¢ao da diferenciacao de Tregs, diretamente associada a progressao da doenca,
evidenciada pelo aumento da inflamagdo das articulagdes, nomeadamente nos
membros superiores e inferiores®. O miR-148a-3p/5p possui como alvo o transcrito
que codifica a enzima DNMT1, que consiste numa DNA metiltransferase que promove

a inibicdo da expressdo de genes, entre os quais, se destacam os fatores de
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transcricdo envolvidos na via de sinalizacdo MAPK/mMTOR que promove a repressao

da expressao de Foxp3?'.

Tabela 3- miRNAs moduladores da diferenciagdo das células T CD4+ no LES.

Tipo Fator de Molécula Efeito Origem Diferenciacdo | Referéncia
de Regulacéo Alvo a nivel molecular da
Célula Amostra
tmiR-451a-3p/5p |IRF8 Murina 91
(RY) ) (Bago)
ImiR-101-3p | {HDAC9 | TExpressao de 92
(D% IL-17A
Th17 I iR-873-3p/5p | LFOXO1 Humana | Promovida 93
(TF) (Sangue
|Let-73pisp | 1IL6 Periférico) 94
(CY TExpressao de
tmiR-3225p | |SMAD3 STATS 95
(TF*)
tmiR-34a-3p/5p | |[FOXP3 | Diferenciacao Murina e 96
Treg (TF*) de células Treg Humana Inibida
- p (Sangue
tmiR-148-3p/5p | |DNMT1 TPromogé&o da e 97
. Periférico)
(M%) Via
MAPK/MTOR

*TF-Fator de Transcrigao; R-Recetor; C-Citocina; D- Desacetilase; M-Metilase;

Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso;

4.2.2 Artrite Reumatoide (AR)

A AR é uma doenca autoimune cronica caracterizada pela destruicao do tecido
articular, por reagdes inflamatdrias do sistema imunitario, desempenhando as células T
CD4+ um papel crucial no seu desenvolvimento®. Torna-se necessario desenvolver
novas abordagens moleculares que permitam determinar, de forma mais precisa, o
perfil de expressdo de moléculas desreguladas em AR em diferentes fluidos biolégicos
€, mais especificamente, em diferentes tipos de células T presentes nesses fluidos, de
forma a gerar uma melhor compreensao da regulagdo da diferenciagéo destas, cuja
producao de citocinas esta diretamente ligada a progresséo da doenga®.

Através da analise do sangue periférico verificou-se que o aumento das células
Th17 é uma das principais caracteristicas associadas a patogénese desta doenca,
sendo a citocina IL-17 a principal citocina pro-inflamatéria produzida nesta doenga. A
tabela 4 resume a informagao obtida relativamente aos miRNAs que se encontram

desregulados em pacientes com AR, sendo diretamente responsaveis pelo aumento
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da producao de células T17. Também sao apresentados alguns miRNAs, cujos niveis
alterados vao inibir a diferenciacao de células Treg, resultando contribuindo para a
promocao da doenca. Relativamente as células Th1, como verificado anteriormente
no LES, a pesquisa nio revelou artigos que relacionassem o perfil de expressao de
mMiRNAs com essa populacdo celular no contexto da doenca (secgao 3.3), apesar de
se observarem artigos que reportam o0 aumento da produgdo de citocinas
caracteristicas, como o IFN-y e a IL-2%°,

O aumento da expressao dos niveis de miR-301a-3p observado em pacientes
com AR esta diretamente relacionado com o aumento da proliferacdo das células
Th17, uma vez que este miRNA tem como alvo molecular o gene PIAS3 que codifica
um fator de transcricdo inibidor do STAT3, que regula a producao de IL-17, na sua
forma ativa®. Destacam-se ainda os niveis aumentados do miR-128-3p que tem como
alvo molecular o gene que codifica o fator Tnfaip3, cuja fungao consiste na inibicdo da
proliferacao celular. A repressao da expressao deste fator de transcricao pela agao do
mMiRNA-128-3p promove a via de sinalizacdo dependente de NF-kB, que induz a
producdo de IL-17A'°. Por outro lado, os niveis diminuidos do miR-498-3p/5p
observados nas células de sangue periférico de pacientes com AR, que se liga a
regido 3’UTR do STAT3, vao resultar num nivel aumentado da expressao deste gene,
provocando o aumento da expressé&o de IL-17A™07,

Quanto as células Treg, verifica-se que niveis aumentados do miR-17-3p/5p
em exosomas isolados do sangue periférico de pacientes com AR sdo responsaveis
pela inibicdo do recetor de TGF-B, codificado pelo gene TGFBRII, que impede a
diferenciagdo as células Treg'®?. Sabe-se ainda que o miR-34a, referido anteriormente
na seccao relativa ao LES, possui também a sua expressao aumentada em pacientes
com AR. O mesmo estudo evidencia a ligagao direta a regiao 3’'UTR do mRNA do
Foxp3 que constitui uma assinatura molecular deste tipo celular, verificando-se uma

associagdo com a progressao da doenga®®.

Tabela 4- miRNAs moduladores da diferenciagcido das células T CD4+ na AR.

Tipo de Fator de Molécula Efeito a nivel Origem da
Célula | Regulagéo Alvo molecular Amostra | Diferenciacéo | Referéncia
TmiR- |PIAS3 TExpressao de 99
301a-3p (TF*) RORyt e STAT3
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TmiR-128- | |TNFAIP3 tPromocéo da via Humana 100
Th17 3p (TF*) dependente de (Sangue Promovida
NF-kB Periférico)
I miR-498- 1STAT3 | tProdugédo de IL-17A 101
3p/5p (TFY)
Humana
tmiR-17- | |TGFBRII (Sangue 102
3p/5p (R® . I Periférico)
Treg ngZTﬁggaﬁio de Murina e Inibida
'miR-34a- | |FOXP3 g Humana 96
3p/5p (TF*) (Sangue
Periférico)

*TF- Fator de Transcricdo; R-Recetor;

Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso

4.2. Psoriase (Ps)

A psoriase € uma doenca cronica da pele que se caracteriza por lesdes
avermelhadas com placas escamosas, possuindo diferentes etiologias. Ocorrem
alteragbes no sistema imunitario que estdo diretamente relacionadas com a sua
patogénese. Em varios artigos, € salientado o papel das citocinas pro-inflamatoérias e a
sua importancia na progressao da doenga'®

Durante a pesquisa verificou-se que a maior parte dos estudos existentes em
psoriase baseiam-se na analise de células que nao correspondem ao objeto de
estudo, nomeadamente os queratindcitos e as células dendriticas. Segundo uma
revisdo por Ni, X., & Lai, Y a causa da psoriase centra-se na desregulacdo destas
duas populagdes'. Os queratindcitos constituem as principais células da epiderme.
Estes iniciam reacdes inflamatdrias, essencialmente através das citocinas IL-36 e IL-
37 que modulam a acdo das células dendriticas. Estas, por sua vez, produzem
citocinas que desencadeiam a resposta inflamatoéria mediada por células Th1 e Th17,
através da IL-12 e IL-23, respetivamente. Ambas as populagdes de células sustentam
a formacao de placas psoriaticas e encontram-se em maior quantidade em bidpsias de
pele com lesbes caracteristicas da doencga, comparativamente com bidpsias de pele
saudavel'® Analisou-se a relevancia do perfil de expressdo de miRNAs em células
Th1 e Th17, uma vez que foi observado um aumento da proliferagdo destas
populagdes na psoriase, sendo diretamente responsaveis pelo desencadeamento das
respostas inflamatdrias que sustentam as lesdes observadas nesta doencga. A tabela 5

resume a informagéo obtida dos artigos selecionados.
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Nas células Th1 de pacientes com psoriase encontra-se diminuida a expressao
do miR-138-5p que possui como alvo 0 gene que codifica o fator de transcrigdo Runx3
que promove a producdo de IFN-y. Assim, a diminuicdo deste miRNA induz um
aumento da expressdao do Runx3 e consequentemente do IFN-y diretamente
relacionados com um aumento da suscetibilidade a doencga'®. O Let-7a-5p consiste
noutro MiRNA, cuja expressdo se encontra aumentada, sendo que o seu alvo
corresponde ao gene que codifica o STAT3 que promove a expressao de citocinas
inflamatérias, como é o caso do IFN-y que corresponde a uma assinatura molecular da
populagdo Th10,

Destaca-se ainda o miR-210-3p/5p, cuja expressao se encontra aumentada no
sangue de pacientes com psoriase promovendo a formagido de lesdes na pele
caracteristicas da doenca pois possui como alvo os genes que codificam os fatores
STAT6 e o LYN que inibem a produgao de citocinas pro-inflamatérias, estando assim
os niveis de IFN-y e IL-17A aumentados nestes pacientes e promovendo, desta forma,
a diferenciacdo das células Th1 e Th17, respetivamente’’. A diminuicdo dos niveis de
expressao do miR-340-3p/5p também se encontra associada a severidade da doenca,
tendo-se identificado o gene IL17A como seu alvo molecular, o que resulta num
aumento da diferenciagdo das células Th17 fortemente associado a inflamagao

caracteristica desta doenga'®.

Tabela 5- miRNAs moduladores da diferenciagao das células T CD4+ na Ps.

Tipo Fator de Molécula | Efeito a nivel Origem da
de Regulacéo Alvo molecular Amostra Diferenciacdo | Referéncia
Célula
ImiR-138-5p TRUNX3 105
(TF) ~ Humana
Thi TLet-7a-5p ISTAT3 TProdugéo (Sangue Promovida 106
(TF*) de IFN-y Periférico)
tmiR-210-3p/5p | |STAT6 107
(W)
ILYN Humana
tmiR-210-3p/5p (K*) (Sangue 107
Producao Periférico) .
Th17 LT7A Tde |L-1G7A Muring Promovida
miR-340-3p/5p (CH (Bago e Nodulos 108
Linfaticos)

"TF-Fator de Transcrigéo; C-Citocina; K-Cinase;

Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso;
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4.2.4. Doencga de Crohn (DCr)

A doenca de Crohn, € uma doenca intestinal que se caracteriza por uma
inflamacao cronica destrutiva do tecido entérico que pode afetar qualquer segmento do
trato intestinal. Investigacdes feitas para determinar a sua etiologia identificam causas
genéticas, ambientais e microbianas como estando subjacentes a sua patogénese. E
uma doenca também fortemente associada ao sistema imunitario adquirido,
nomeadamente as células que o constituem que interagem entre si, desencadeando
respostas inflamatérias que promovem a progresséo da doenga'®®. Uma revisdo feita
por Geremia, A et al em 2014 salienta a acdo das células T CD4+ que promovem a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, nomeadamente o IFN-y e a IL-17,
invariavelmente aumentadas em pacientes com Doenga de Crohn''°. Quanto as
células Treg, sabe-se que estas possuem um papel crucial na manutencdo da
homeostasia da mucosa intestinal, suprimindo respostas imunitarias que destroem
microrganismos comensais e impedindo a ativagdo de células T efetoras'®, como
referido na se¢ao 1.3 da introdugéo.

Assim, a compreensao dos mecanismos moleculares, nomeadamente ao nivel
da regulagao poés-transcricional, envolvidos na diferenciacao destes trés tipos de
células no contexto da doenga de Chron pode permitir identificar ndo sé potenciais
biomarcadores como alvos terapéuticos para este tipo de doenca.

Varios estudos identificaram um conjunto de miRNAs cuja expressao se encontra
alteraa em amostras biolégicas de pacientes com doenca de Chron, nomeadamente
no sangue periférico e em biopsias de tecido entérico. A tabela 6 resume a informagéo
obtida.

Nestes pacientes observaram-se niveis diminuidos de miR-219a-5p nas células
Th1 da mucosa intestinal inflamada e do sangue periférico. O seu alvo molecular € o o
gene que codifica o fator Etv5, um fator de transcricdo que promove a expressao do
fator STAT4, que, por sua vez, se liga a regido promotora do gene que condifica o IFN-
y'"'. Deste modo, os niveis diminuidos de miR-219-5p correlacionaram-se com um
aumento da produgédo de IFN-y e consequente diferenciagao das Th1, que contribuem
para a progressdo da doenca, evidenciada pelas lesbes observadas no tecido
enteérico.

Nas células Th1 e Th17 dos pacientes com doenga de Crohn verificam-se niveis
aumentados da expressao do miR-125a-3p/5p que reprime a expressao do fator Ets1,

uma variante do Etv5, que promove a expressdo de RORyt e STAT3, sendo que este
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Ultimo induz a producédo de citocinas inflamatérias, como é o caso do IFN-y e da IL-
17A"2. Outro miRNA cuja expressé&o se encontra desregulada nesta patologia € o miR-
425-3p/5p que possui como alvo molecular o fator de transcricado Foxo1 que, por sua
vez, reprime a acao do fator ROR-yt, envolvido na producdo da citocina IL-17A. Desta
forma os niveis desta citocina encontram-se aumentados nestes pacientes,
contribuindo assim para a diferenciacao das células Th17, tipicamente presente em
grandes quantidades no soro e tecido intestinal destes pacientes''®. Destaca-se ainda
uma diminuicdo da desacetilase Hdac4, devido ao aumento dos niveis do miR-22-
3p/5p em pacientes com a doenca de Crohn. Esta enzima desacetilase, ao promover a
desacetilacdo das histonas, promove o silenciamenteo de genes envolvidos na
diferenciagdo das células Th17, nomeadamente o IL-17A, IL-6 e TNF-a''4. Desta forma
a diminui¢ao da sua atividade ira promover a diferenciacao das células Th17.
Verifica-se ainda uma associacdo entre a diminuicdo da quantidade de células
Treg, em biopsias de tecido entérico de doentes, com o aumento da expressédo do
miR-106a-3p/5p que se liga a regido 3’'UTR do mRNA que codifica a citocina IL-10,

caracteristica das células Treg, observando-se a diminuigdo da produgdo da mesma'®,

Tabela 6- miRNAs moduladores da diferenciagao das células T CD4+ na DCr.

Tipo de Fator de Molecula Efeito a nivel Origem da Amostra Diferenciacdo | Referéncia
Célula regulagéo alvo molecular
TExpresséao de Humana
lmiR-219a- TETVS STAT4 (Biopsia de Tecido 111
5p (TF*) TExpresséo de Entérico)
Thi IFN-y Promovida
Humana
ImiR-125a- TETSA TExpresséo de (Sangue Periférico e
3p/5p (TF*) [FN-y Biopsia de 112
Tecido Entérico
TExpresséao de
ImiR-125a- 1ETS1 RORyt 112
* 3 -
3p/5p (TF*) TProdulg7aAo de IL Humana
TMiR-425- |FOXO1 TExpresséo de (Séailggsiz ergzgi?oe Promovida 113
Th17 3p/5p (TF*) IL-17A Entérico)
|HDAC4 | tProducéo de IL-
TmiR-22- (D*) 17A, IL-6 e TNF- 114
3p/5p a
Humana
Tre TmiR-106a- LIL10 | Diferenciagao (Biopsia de Tecido Inibida 115
9 3p/5p (CH de células Treg Entérico)
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"TF-Fator de Transcrigéo; C-Citocina; D-Desacetilase;

Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso

4.2.5. Esclerose Multipla (EM)

A esclerose multipla € uma doenga autoimune com origem multifatorial que
afeta o sistema nervoso central, provocando lesdes cerebrais e medulares. Segundo
uma revisdo feita por Reich, D. S. et al em 2018, varios estudos demonstram a
existéncia de um perfil de expressado desregulado nas células do sistema imunitario
isoladas de amostras de sangue periférico e do liquido cefalorraquidiano de pacientes
com EM'"8  Observam-se niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias, que
comprometem a viabilidade do tecido nervoso subjacente'®. O aumento do dos niveis
de IFN-y e do TNF-qa, por um lado, esta diretamente associado a niveis aumentados
de células Th1. Por outro lado, o aumento da expressio das citocinas IL-17A, IL-21 e
IL-22 relaciona-se com um aumento da diferenciacdo das células Th17. Quanto as
células Treg, sabe-se que estas possuem um papel regulatério fundamental para a
mantencdo da homeostasia do sistema imunitario e bloquear a resposta inflamatéria
promovida pelas células Th1 e Th17. A perda da fungao destas células constitui um
fator determinante na patogénese da doencga. Estudos realizados no modelo animal de
esclerose multipla, designado por encefalite autoimune experimental (EAE) demostram
que, num estagio avancado, a acgado supressora das células Treg diminui
significativamente, tornando-se menos eficaz a inibicdo da agéo de células T efetoras
(Th1 e Th17)"7,

O modelo de EAE é frequentemente usado para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que limitem a progressdo da EM ou que conduzam a
tratamentos eficazes em humanos. A indugdo da doenca é feita por meio da
administragéo de antigénios, reconhecidos pelas células T CD4+, que conduzem ao
desenvolvimento das principais caracteristicas patologicas da esclerose multipla que
sdo monitorizadas, ao longo do tempo. Nestes animais observa-se a agao inflamatoéria

das células do sistema imunitario, a desmielinizagdo dos neurénios e a perda do
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transporte axonal que se traduzem em varios sintomas clinicos avaliados sob a forma
de “clinical score”"®,

Comparativamente com as restantes doencas, verificou-se uma grande
quantidade de estudos relacionados com a relevancia dos miRNAs na regulagdo da
diferenciacao das células T efetoras e reguladoras em EM. Estes estudos foram feitos
em células isoladas de sangue periférico e de fluido cefalorraquidiano quer do modelo
animal EAE quer de pacientes que se encontram num estagio avangado da doenca. A
desregulacao dos niveis destes miRNAs contribui para um aumento da diferenciacao
das células efetoras Th1 e Th17 e para uma diminuicdo das células Treg, contribuindo
assim para a patogénese da doenca. A tabela 7 resume a informagéao obtida.

Nas células mononucleares do sangue periférico de doentes com EM verifica-
se uma diminuicdo da expressdo do miR-140-5p que possui como alvo molecular o
STAT1 que induz a expressao do fator de transcricdo T-bet, e consequentemente do
IFN-y. Assim, os niveis diminuidos deste miRNA estdo diretamente relacionados com
niveis aumentados de células Th1 encefalitogénicas promotoras da doenga nestes
pacientes’®. A observagdo de niveis aumentados do miR-92a-3p/5p esta também
relacionada com a proliferacao desta populacdo de células, através da promocéao da
via de sinalizagdo MAPK/mTOR. Os seus alvos moleculares consistem em dois fatores
reguladores. O primeiro corresponde ao Tsc1 que consiste numa proteina co-
chaperone que forma um complexo com outras proteinas funcionalmente semelhantes
que inibem o fator Rheb, responsavel pela ativagdo do mTORC1 um complexo
proteico central na via de sinalizagao referida. O segundo corresponde ao gene
DUSP10 que codifica uma fosfatase que inativa proteinas envolvidas na proliferagao
celular, entre as quais as cinases p38 e Juk'?.

Relativamente as células Th17, observou-se uma expressao diminuida do miR-
30a-3p/5p em ratinhos sujeitos a EAE comparado com os controlos saudaveis. Este
mMiRNA possui como alvo molecular o recetor da citocina inflamatéria IL-21,
promovedora da desmielinizacdo neste modelo animal. A via de sinalizacédo
desencadeada por este recetor promove a ativacdo do fator STAT3 que induz a
expressado de IL-17A'™", Outro miRNA cuja expressdo se encontra diminuida consiste
no miR-15b-3p/5p. Este possui como alvo o fator OGT que corresponde a um gene
que codifica para uma glicosiltransferase que ativa o fator NF-kB, através da formacao
de ligagdes B-glicosidicas. Este fator de transcrigéo correlaciona-se com o aumento da
expressao de STAT3, promovedor da expressdo das citocinas IL-17A e IFN-y. A

diminuicdo deste miRNA, promove assim a proliferagdo de células T efetoras, sendo

45



que a populagdo Th17 apresenta um aumento significativo'??. Verifica-se ainda a
diminuicdo da expressao do miR-590-3p/5p que inibe a expressao do fator Tob1, um
regulador do ciclo celular que suprime a proliferagcdo das células Th17. Uma das
formas consiste na ativacdo do complexo formado pelas proteinas Smad4 e 3 que
inibem o STAT3, indutor da expressao de IL-17A'?%, Outro estudo revela o aumento da
expressao do miR-448-3p/5p que inibe a expressdo do gene PTPN2 que codifica uma
fosfase que inativa fatores de transcricdo envolvidos na via de sinalizagao
MAPK/mTOR, dos quais o gene JUK, referido anteriormente. Assim se explica porque
€ que em células de doentes com MS ocorre um aumento da producéo de IL-17 e
consequentemente uma expansdo de células Th17'?*. OQOutro estudo feito em
pacientes com EM, demonstrou diferentes perfis de expressao para o miR-214-3p/5p e
0 miR-27a-3p/5p. Os niveis de miR-214-3p/5p encontram-se diminuidos em pacientes
com MS, possuindo como alvo molecular o gene que codifica o fator Akt1, essencial
para a via de sinalizagao dependente de MAPK que promove a proliferacéo celular. O
miR-27a-3p/5p, cuja expressdo se encontra aumentada, possui como alvo o gene que
codifica a proteina Smad3 que inibe a transcricdo do fator STAT3, que se encontra
envolvido na produgdo de IL-17A'?5, Outro microRNA consiste no miR-20b, cuja
expressao se encontra diminuida. Este reprime a expressdo dos genes STAT3 e
RORC que promovem a transcrigdo do gene que codifica a IL-17A'%. O miR-21, cuja
expressao se encontra aumentada, possui como alvo o gene TGFB1 que codifica o
fator TGF-B, cuja via de sinalizagdo associada promove a produgido de IL-17A'?.
Verifica-se, em anadlises de sangue periférico de pacientes com EM e a partir do
modelo EAE, o aumento da expressdo do miR-22 que reprime a expressdo do gene
PTEN, observando-se também a diminuicdo da producdo de IL-2, associada a um
aumento da diferenciagdo das células Th17'%,

Relativamente as células Treg, encontra-se também aumentada a expressao
do mir-182-3p/5p que reprime a expressado de Foxo1, um fator que induz a expressao
de Foxp3'?°. O mesmo acontece com o Let-7e-3p/5p que reprime a expressio do gene
que codifica a IL-10, caracteristica das células Treg, cuja via de sinalizacdo associada
induz a expressdo de Foxp3'°. Destaca-se ainda o aumento da expressdo do miR-
142-3p/5p que reprime a expressdao do recetor de TGF-B, necessario para a
diferenciacdo das células Treg, nomeadamente pelo seu papel na manutengdo da
expressao de Foxp3''. Por fim, verifica-se o aumento da expressdo do miR-223-3p/5p

que inibe a expressdao do Foxo1/3 e do recetor Ctla-4, sendo que ambos também
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contribuem para a manutencdo da expressao de Foxp3 e consequentemente a

diferenciagéo das células Treg'®.

Tabela 7- Regulacao genética das células T CD4+ na EAE e EM.

Tipo de Fator de Molécula Efeito a nivel Origem da Diferenciacdo | Referéncia
Célula Regulacéo Alvo molecular Amostra
EAE
1miR-140-5p 1STAT1 TExpresséo de (Murino) 119
(TF*) T-bet EM
Thl (Humano) Promovida
1TSCA1 tPromocgéao da Via
TmiR-92a- (Ch% de EAE 120
3p/5p |DUSP10 sinalizacao (Murino)
(F% MAPK/mTOR
ImiR-30a- 11L21R 121
3p/5p (R® EAE
(Murino)
|miR-15b- 10GT EM 122
3p/5p (TF*) (Humano)
TMIR-590- | TOB1 TEXplrLeiiaAo de 123
3p/5p (TF*) i
Th17 TMiR-448- IPTPN2 124
3p/5p (K* Promovida
1miR-27-3p/5p ISMAD3 EM
(TF*) (Humano)
TExpresséao de
STAT3 125
|miR-214- TAKT1
3p/5p (TF*) TExpresséao de
IL-17A
TRORC EAE
ImiR-20b- (TF*) TExpresséo de (Murino) _ 126
Thi7 3p/5p 1STAT3 IL-17 EM Promovida
(TF*) (Humano)
TmiR-21- ISMAD7 TExpressao de 127
3p/5p (TF* TGF-8 EAE
TmMiR-22- IPTEN |Producgéo de (Murino) 128
3p/5p (F) IL-2
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TmiR-182- JFOXO1 129
3p/5p (TF® |Expresséao de EAE
tlet-7e- LIL10 Foxp3 (Murino) 130
3p/5p (CH
Treg EAE Inibida
tmiR-142a- | |TGFBR1 |Recec¢ao do (Murino) 131
3p/5p (R* TGF-8 EM
(Humano)
TmiR-223- JFOXO1/3 | |Expresséao de EM 132
3p/5p (TF® CTLA-4 (Humano)

*TF-Fator de Transcrigdo; R-Recetor; C-Citocina; K-Cinase; Ch-Chaperona; F-Fosfatase;
Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso;
4.3 lIdentificacdo de miRNAs como possiveis biomarcadores de doencas

autoimunes

Os biomarcadores consistem em moléculas biol6gicas presentes em tecidos ou
fluidos corporais que constituem indicadores da severidade ou progressdo de
patologias, utilizados na pratica clinica para o diagnostico complementar das mesmas,
possuindo também um papel fundamental no desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas em doencas autoimunes'®. Os miRNAs circulantes, que se originam a
partir de vesiculas extracelulares, cumprem 0s requisitos que constituem um potencial
biomarcador, pois encontram-se associados a um perfil de expressao especifico, em
cada doenca autoimune, sdo muito estaveis, do ponto de vista molecular, e facilimente
acessiveis, através de processos minimamente invasivos e sua deteccdo é pouco
dispendiosa. Possuem também uma correlagdo com a severidade de diferentes
patologias. A sua quantificagdo é frequentemente realizada por meio da técnica RT-
gPCR, que permite a analise de perfis de expresséo de forma simples e eficaz3.

Os miRNAs selecionados, a partir das pesquisas acima descritas, foram
sujeitos a um intenso estudo molecular que permitiu identificar os seus genes alvo
bem como o mecanismo de regulacdo subjacente a diferenciacdo de cada
subpopulagéo de linfocitos T CD4+, tendo-se evidenciado niveis desregulados dos
mesmos em doengas autoimunes, o que indica que poderao constituir potenciais
biomarcadores das respetivas doengas. No entanto, foram encontrados também
alguns artigos que, tendo descrito miRNAs desregulados em doengas autoimunes, néo
especificam o alvo molecular do miRNA em estudo, sendo a sua fungédo desconhecida.
Sabe-se que os niveis desses miRNAs se correlacionam com a expressao de fatores
reguladores da diferenciagdo da populagao celular referida, assim como a severidade

da doenca. A tabela 8 resume a informacéo obtida, a partir dos artigos selecionados
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das pesquisas anteriores, em que o alvo molecular do miRNA néo é identificado e que
poderdo também ser considerados biomarcadores.

No LES, verificou-se uma associagcao entre o miR-31-3p/5p e o miR-21-3p/5p,
relativamente a expressao citocina IL-2, que se encontra aumentada, em amostras de
sangue periférico de pacientes. Observaram-se diferentes perfis de expressdo dos
mesmos, sendo que o miR-31-3p/5p possui um nivel de expressado diminuido, em
oposicao ao do miR-21-3p/5p que se encontra aumentado, verificando-se uma
diminuigdo da proliferagdo das células Treg, comparativamente a populagdo Th1',
Sabe-se ainda que o miR-210-3p/5p, cuja expressdo se encontra aumentada em
pacientes com LES, correlaciona-se com o aumento da expressdo do fator RORWt,
essencial para a diferenciagdo das células Th17, cujos niveis se encontram
aumentados nestes pacientes'.

Na AR, verificou-se, através da técnica RT-qPCR, que a expressao de miR-16-
5p se encontra aumentada na populagcdo Th17. A partir de amostras de sangue de
pacientes, determinou-se uma associag¢ao, em que a sua expressao e a de ROR-yt se
encontram simultaneamente aumentadas, observando-se também uma diminuicao da
expressao deste miRNA em células Treg, correlacionando-se a diminuigdo da
expressdo de Foxp3'¥. Destaca-se ainda o let-7g-5p, cuja expressdo se demonstra
aumentada em pacientes e no modelo murino, em amostras de sangue periférico.
Verificou-se uma associacao, entre a expressao deste miRNA e a expressao de IL-17A
e ROR-yt, que se encontram aumentadas em células T CD4+38,

Na Ps, um estudo verificou uma associagcao entre o aumento da expressao do
miR-200a-3p/5p e o perfil de expressao dos fatores de transcricao RORyt e o Foxp3.
Relativamente ao fator RORyt, ambos possuem a sua expressdo aumentada mas, no
caso do fator Foxp3, verifica-se a diminuicdo da sua expressao, o que se correlaciona
com a observagao de um aumento da proliferacdo das células Th17, em relagcéo as
células Treg, em amostras de sangue periférico de pacientes'®. Verifica-se ainda, para
0 mesmo tipo de amostra, o aumento da expressao do miR-1266-3p/5p, associado ao
aumento da expressé&o da citocina IL-17A em células Th17'4°,

Na DCr, um estudo analisa a expressao de 17 miRNAs com expressao
significativamente diferente, dos quais 3 se correlacionam com o aumento da
progressao da doenga, com base em biopsias de tecido entérico. Observa-se a
diminui¢do da expressdo do miR-192-5p e do miR-141-3p, em oposi¢ao ao miR-375-

3p/5p que possui a sua expressdo aumentada’’.
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Na EM, verifica-se uma associagdo, em que a expressiao do miR-26a-
3p/5p e de IL-17A se encontam simultaneamente aumentadas, em amostras de
sangue periférico de pacientes, observando-se o aumento da proliferagdo das células
Th17%42,

Conclui-se que os miRNAs referidos constituem indicadores de processos
biolégicos associados a diferentes patologias, possuindo a fungdo de biomarcadores.
Com base nos artigos analisados, a sua quantificacao realiza-se maioritariamente, a
partir de amostras de sangue periférico. Verifica-se que mesmo sem um alvo
molecular identificado, torna-se possivel correlacionar a expressao de miRNAs com o
perfil de expressao de citocinas inflamatdrias, presentes no meio extracelular, no
contexto da autoimunidade. Desta forma, é estabelecida uma associacdo com a
proliferacdo de células T efetoras, produtoras das mesmas. A quantificacdo destes
fatores em outros fluidos corporais, como a urina, o fluido cefalorraquidiano, ou o

liquido sinovial podera complementar a informacao obtida.

Tabela 8- Possiveis biomarcadores encontrados para o diagnéstico complementar das
doencas autoimunes abordadas.

Doenca Biomarcador Efeito a nivel Origem da Diferenciacdo | Referéncia
Autoimune molecular Amostra
ImiR-31-3p/5p Humana
~ (Sangue 135
TExpresséao de IL-2 Periférico) |Treg e 1Th1
LES TmiR-21-3p/5p
Humana e
tmiR-210-3p/5p TExpressao de ROR-yt Murina 1Th17 136
(Sangue
Periférico)
Humana
TmiR-16-5p 1Expresséo de ROR-yt (Sangue 1Th17 137
AR Periférico)
TExpressao de ROR-yt e Murina
tlet-7g-5p de IL-17A (Sangue 1Th17 138
Periférico)
TPromogéo da Humana
tmiR-200a-3p/5p expressdo de ROR-yt (Sangue
lInibicdo da expressao Periférico) | 1Th17 e |Treg 139
Ps de Foxp3
TMiR-1266-3p/5p Humana
1Expressédo de IL-17A (Sangue 1Th17 140
Periférico)
lmiR-192-5p
Humana
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DCr ImiR-141-3p 1Severidade da doenca (Biopsia 1Th17 e 1Th1 141
(Inflamagéo intestinal) de Tecido
tmiR-375-3p/5p Entérico)
Humana

EM tmiR-26a-3p/5p TExpresséo de IL-17A (Sangue 1Th17 142
Periférico)

Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso;

4.4 Analise do perfil de expressdo dos miRNAs identificados na literatura,
em células Th1, Th17 e Treg, de doengas autoimunes num modelo
experimental de Esclerose Multipla

As pesquisas anteriormente realizadas permitram a identificacdo de
microRNAs envolvidos na modulagdo da expressao genética das células Th1, Th17 e
Treg (tabela 2), bem como de miRNAs cuja expressao se encontra alterada em varias
doengas autoimunes (tabelas 3 a 8), encontrando-se os resultados sumarizados nas
quatro primeiras colunas da tabela 9. Por outro lado, as experiéncias realizadas no
ambito do Projeto CoG-646701 ERC (ver secgdo dados preliminares) permitiram
identificar 110 miRNAs diferencialmente expressos em células Th1, Th17 e Treg
isoladas a partir dos nddulos linfaticos e baco de um modelo animal triplo repérter para
0 0 IFN-y (YFP+), a IL-17 (GFP+) e o Foxp3 (hCD2+) sujeito a EAE conforme descrito
na secc¢éo de dados preliminares (pagina 15).

A fim de confirmar se os miRNAs identificados nesta pesquisa bibliografica, no
contexto de varias doencas autoimunes, também se encontravam diferencialmente
regulados no modelo animal de EAE, previamente estabelecido no laboratério de
acolhimento (dados preliminares, paginas 26-29), procedemos a analise dos niveis de
expressao dos mesmos a partir dos nossos dados - sob a forma de Counts per Million
(CPM) - obtidos por small RNA-seq realizado em RNA extraido de células Th1, Th17 e
Treg de ratinhos sujeitos a EAE (Tabela 9). Esta pesquisa permitiu identificar 5
miRNAs diferencialmente expressos em Th1, Th17 ou Treg no modelo de EAE, ou
seja, 5 miRNAs que apresentam um “fold change” (FD) superior a 2 e significativo,
possuindo um valor “False Discovery Rate” (FDR) > 0,05 assinalados no “Heatmap” da
figura 16 que representa os 110 miRNAs diferencialmente expressos entre células

efetoras (Th1 e Th17) e reguladoras (Treg) e destacados na tabela 10. O perfil de
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expressao dos respetivos alvos moleculares previamente identificados em contextos

de outras doencas autoimunes também foram analisados no nosso modelo de EAE,

encontrando-se os resultados representados na tabela 10.

Ao juntar a informagao das tabelas 3-8 para a construcdo da tabela 9 foi

possivel concluir que a alteracdo da expressado dos niveis de alguns miRNAs é um

fator comum a varias doencgas autoimunes, o que revela um interesse fisiopatolégico

acrescido para estes miRNAs conforme explorado na discussao desta tese.

Tabela 9- Perfil de expressé@o na EAE dos microRNAs selecionados a partir da
pesquisa bibliogréfica.

Niveis de expressao no

Diferenciacao MIRNA Doenca Referéncia modelo EAE (CPM*)
(De acordo, com Autoimune Thl Th17 Treg
a referéncia)
1Th1 1Let-7a-5p Ps 106 58017,15|78139,48 | 52261,43
1Th1 tmiR-92a-3p/5p EAE/EM 120 25477,34 | 17430,1 140046,54
1Th1 ImiR-138-3p/5p Ps 105 1,24 0 0
1Th1 ImiR-140-5p EAE/EM 119 802,57 331,40 805,38
1Th1 ImiR-219a-5p DCr 111 20,95 68,59 22,55
+Th17 let-7g-5p AR 137 58017,15 | 78139,48 | 52261,43
(Biomarcador)
+Th17 TmlR—1 266-3p/5p Ps 139 0 0 0
(Biomarcador)
tmiR-210-3p 37,21 50,61 19,21
(Biomarcador) 135,107
1Th17 TmiR-210-5p LES, Ps 10,06 0 23.75
(Biomarcador)
1Th17 tmiR-128-3p AR 100 254,32 98 334,39
Thi7 tmiR-22-3p DCr 0 EAE/EM 740,41 125,68 | 352,74
! 1miR-22-5p re 114,128 48951 | 6528 | 5315
1Th17 TmiR-26a-3p /5p EM 132,141 | 685,66 | 438,33 | 1377,66
(Biomarcador)
7 tmiR-27a-3p EAEEM 1184,84 | 236,57 | 2307,61
1 TMiR-27a-5p 125 1363,74 | 426,19 | 19291
1Th17 tmiR-301a-3p AR 99 271,14 | 486,52 | 136,56
1Th17 tmiR-322-5p LES 95 106 360 74,66
Thi TmiR-425-3p . 76,6 19,63 40,95
! tmiR-425-5p r 113 564,27 | 250,17 | 699,5
1Th17 TmiR-448-3p/5p EAE/EM 124 0 0 0
1Th17 tmiR-451a-3p/5p** LES 91 40,84 145,74 0,99
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1Th17 TmiR-590-3p/5p EAE/EM 123 0 0 0
1Th17 TmiR-873-3p/5p LES 93 0 0 0
lLet-7f-1-3p 45.55 283.56 45,55
1Th17 |Let-7f-2-3p LES 94 6833 | 2089 | 6833
|Let-7-5p 36170.06 | 31477.97|60282.27
1Th17 |miR-101-3p LES 92 174,02 65,28 134,69
ImiR-125a-3p 26,49 9,83 7,81
1Th17 e 1Th1 - DCr 112
ImiR-125a-5p** 2077,1 509,52 | 5343,78
+Thi7 ImiR-15b-3p EAE/EM 12 1243,57 | 1077,94 | 3115,37
ImiR-15b-5p** 1310,92 | 538,31 | 5970,73
\Th17 ImiR-20b-3p EAE/EM 126 3,69 0 10,18
ImiR-20b-5p 712,88 470,41 | 859,59
Thi7 ImiR-214-3p EAE/EM 108 64,01 106,01 22,38
ImiR-214-5p 0 0 0
+Th17 ImiR-30a-3p EAE/EM 101 60,66 27,72 64,02
ImiR-30a-5p 0 0 1,61
ImiR-340-3p 8,65 88,17 43,22
1Th17 . Ps 108
1miR-340-5p 2,47 3,27 36,54
1Th17 ImiR-498-3p/5p AR 101 0 0 0
|Treg Tlet-7e-3p EAE/EM 150 1,22 0 1,61
tlet-7e-5p 1294,32 | 566,32 | 1135,62
| Treg TmiR-106a-3p DCr " 1,24 0 1,99
TmiR-106a-5p 301,75 179,58 | 392,85
|Treg TmiR-142-3p EAE/EM 151 27568,48 | 24809,35 | 24448,44
tmiR-142-5p 29964,52 113863,26 | 49657,1
|Treg TmiR-148-3p LES o 144,71 88,14 78,12
TmiR-148-5p 0 0 0
TmiR-17-3p 113.88 119.39 113.88
1 Treg : AR 102
tmiR-17-5p 1047.74 | 1370.05 | 1047.75
| Treg [miR-182-%p EAE/EM 145 0 0 0
TmiR-182-5p 58,72 8,15 1,61
|Treg TmiR-223-3p** EAE/EM gg 946,26 275,94 | 2549,09
TmiR-223-5p 11,08 2,6 62,07
| Treg TmiR-34a-3p LES e AR 9 122 0 0
TmiR-34a-5p 19,74 58,81 26,38
(I?Tirggarzgaggr) 66,76 34,29 41
LES e EAE/EM
AmiR-21-5p 134,127 | 25036,12 | 10557,82|37904,34
lTreg e 1Th1 (Biomarcador)
ImiR-31-3p 46,99 96,35 12,99
(Biomarcador) LES 134
ImiR-31-5p 786,61 750,9 235,35
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(Biomarcador)
TmiR-375-3p/5p 0 0 0
1Th17 e 1Th1 (Biomarcador) DCr
ImiR-141-3p 0 0 0
1Thi7 e 1Tht (Biomarcador) DCr 131
miR-192-5p 0 8.95 0
1Th17 e 1Th1 (Biomarcador) DCr
Th17 e I Tre TmiR-16-5p™** AR 136 8333,38 | 2520,4 |22414,94
1 L1Treg (Biomarcador)
TmiR-200a-3p 3,69 4,88 6,58
+Th17 e | Treg (Biomarcador) Ps 138
TmiR-200a-5p 4,94 0 2,6
(Biomarcador)

*Counts per million — dados obtidos por analise de small RNA-seq
**miRNAs diferencialmente expressos no modelo experimental EAE (sombreado);

Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso;

Tabela 10- Perfil de expressao na EAE dos genes alvo dos miRNA diferencialmente

expressos.
Populacéo
com maior Niveis de Efeito na ; B
expressio expressdo no modelo valor Doenca diferenciaciio | Gene Alvo | Niveis de expressdo no modelo EAE| Referéncia
MIRNA | 1o modelo EAE (CPM") FDR Autoimune | celular de acordo (CPM*)
animal EAE com a pesquisa
bibliografica
Th Th17 Treg Th1 Thi7 Treg
m;?);gg:fl' Th7 40,84 145,74 0,99 0.0006 LES Thi7 IRF8 177,814 57,846 84,020 91
miRﬁ-l;lg5a- Treg 20771 | 50952 | 534378 00497 ber Treg ETS1 678,121 | 429187 566,983 112
MiR-15b- 1366,82 1136,78 1030,73
5p Treg 1310,92 | 538,31 5970,73 0.0012 EM/EAE Treg OGT 122
FOXO1 328,078 240,848 243,429
miR-223- 132
i EM/EAE i
3pm reg 946,26 | 27594 | 254909 0.0221 reg FOXO3 43,828 40,298 57.856
miR16- N&o
ok Treg 8333.38 | 25204 | 2241494 | 0.0497 AR Treg identificado 136

*Counts per million;

**miRNAs diferencialmente expressos;
Verde: Sobre-expresso; Vermelho: sub-expresso

5. Discussao

As células T CD4+ possuem um papel crucial no sistema imunitario adaptativo

sendo importantes reguladores da autoimunidade e infecdo. Estas células tém a

capacidade de se diferenciarem em células efetoras (Th1 e Th17) e células

reguladoras (Treg) que exercem agdes opostas. O processo de diferenciagédo depende

da expresséao de fatores reguladores especificos para cada populagéo celular, em que

se destaca a funcao de citocinas, fatores de transcricao e recetores de superficie. As

citocinas podem surgir a partir do meio extracelular, ou serem produzidas pelas
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préprias células, atuando de forma autécrina, possuindo um papel fundamental na
ativacdo de recetores que desencadeiam vias de sinalizac&o, envolvidas na ativagéo
dos fatores de transcricdo que modulam a expressdo de genes relevantes para a
acgdo de cada subtipo celular’®. As células Th1 desencadeiam respostas
inflamatérias, resultantes da expressado do fator de transcricdo T-bet que promove a
producao das citocinas IL-2 e IFN-y. As células Th17 caracterizam-se pela expressao
do fator de transcricdo ROR-y que desencadeia a expressao de IL-17 envolvida em
respostas inflamatdrias'4. As células Treg, por outro lado, funcionam como células
supressoras, limitando as respostas das células pro-inflamatérias, nomeadamente
através da producéao de citocinas que exercem o efeito oposto, como a IL-10, e o TGF-
B. A expressao de todos estes fatores encontra-se sujeita a um nivel adicional de
regulacdo pés-transcricional, mediada por microRNAs que consistem em pequenos
RNAs néo codificantes, formados por cerca de 20 nucleétidos, que atuam inibidindo a
traducgdo, ou promovendo a degradagdo de mRNAs através da ligagdo a regido 3’'UTR
dos mesmos. Por esse motivo, estes constituem fatores cruciais na diferenciacdo das
células T CD4+ e da homeostasia do sistema imunitario. Quando o balango entre
células efetoras e reguladoras se encontra comprometido, nomeadamente, quando
existe uma resposta exacerbada de células efetoras, podera desenvolver-se
autoimunidade. Deste modo, alteragdes no perfil de expressao dos microRNAs que
comprometam a expressao de genes envolvidos na diferenciagao das células T CD4+
poder&o estar na origem de varias doencas autoimunes'®. Na realidade, uma revisdo
feita por Abdellatif M em 2012 salienta o papel crucial que os microRNAs
desempenham como reguladores pos-transcricionais que S&0 expressos
diferencialmente em quase todas as doencgas conhecidas. Devido a sua capacidade de
possuir simultaneamente varios alvos funcionalmente relevantes, cada miRNA possui
a capacidade de desencadear diferentes efeitos na diferenciagao celular'®.

Através da pesquisa bibliografica efetuada neste estudo, foi possivel
identificar varios miRNAs com niveis de expressao alterados em células T CD4+
provenientes de amostras de sangue periférico de origem humana e/ou de modelos
animais de varias doencas autoimines, tendo-se verificado o seu efeito na
diferenciacdo celular, o qual foi relacionado com o perfil clinico de cada doenca
autoimune abordada. Apds analise dos resultados obtidos, sumarizados nas secgdes
4.2. a 4.3 verificou-se que existem varios miRNAs comuns as patologias abordadas.
Observa-se, tanto no LES como na AR, o aumento da expressao do miR-34a-3p/5p

em células Treg. Relativamente ao miR-210-3p/5p, verifica-se o aumento da sua
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expressao em células Th17 em pacientes com LES e Ps. Destaca-se também o miR-
21-3p/5p, cuja expressdo se encontra aumentada em células Th1, comparativamente
a populacao Treg, em pacientes com LES e no modelo EAE. Por fim, verifica-se o
aumento da expressao do miR-22-3p/5p em células Th17, tanto em pacientes com
DCr, como no modelo EAE.

A inducdo da expressao de cada miRNA indicado parece estar sujeita a fatores
reguladores comuns as patologias referidas. Nomeadamente, o aumento da expressao
do miR-34a-3p/5p observado tanto nas células Treg do LES como na AR esta
relacionado com o aumento da expressao do fator NF-kB. Tal foi confirmado através
da utilizacdo do inibidor BAY 11-7082, que impede a fosforilagdo do NF-kB e que
promove a diminuigdo da expressao do miR-34a-3p/5p. O agravamento das patologias
provocado pelo aumento do miR-34a-3p/5p esta relacionado com a diminuicdo da
expressao de Foxp3, alvo direto deste miRNA, e portanto com a inibicdo da
diferenciacado das células Treg que se correlaciona com o perfil clinico observado no
modelo murino, caracterizado por um aumento da inflamagéo das articulagcdes com a
consequente destruigdo do tecido 6sseo e cartaliginoso®.

Relativamente ao miR-210-3p/5p, sabe-se que o fator HIF-1a promove a sua
expressao, através da sua ligagcao a zona promotora, designada S2, em pacientes com
Ps. Observa-se uma associacdo entre este fator e o aumento da produgao das
citocinas IL-6, TGF-B e IL-23, que agrava as lesbes dérmicas observadas em biopsias
de origem murina'?’. Estas citocinas, indutoras da produgéo de IL-17 tém um efeito co-
promotor, com o miR-210-3p/5p da diferenciacao das células Th17 responsaveis pelas
lesdes dérmicas observadas nestes pacientes.

Relativamente ao miR-21, em pacientes com Ps verifica-se que este possui
como alvo o fator Smad7 que inibe a formacdo do complexo Smad2/3, que induz a
producdo de IL-17A. O aumento da expressao deste miRNA associa-se a diminui¢ao
da producdo da citocina IL-2 que possui ag¢ao anti-inflamatdria, verificando-se o
aumento da severidade do perfil clinico de pacientes com LES'%. Um estudo feito em
células malignas do tecido mamario revela que a exposicdo ao TGF-B, durante 30
minutos, promove a expressao do miR-21, devido ao facto da mesma gerar o aumento
da expressado do complexo Smad2/3 que se encontra envolvido na maturagao deste
miRNA. O complexo referido € recrutado pela unidade RNA helicase p68, um
componente da proteina Drosha, promovendo assim o processamento do pri-miR-21
em pre-miR-21'7. O artigo relativo ao modelo EAE, confirma esta associagédo entre o

aumento da quantidade de TGF-B e o aumento da expressao do complexo Smad2/3 e
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consequentemente da diferenciacdo de células Th17, evidenciado pela presenca de
lesbes na espinhal medula'. Quanto ao miR-22, verifica-se que a citocina IL-6
promove significativamente a sua expressao, assim como a diferenciacdo de células
Th17, associando-se ao aumento da severidade do perfil clinico observado num
modelo murino EAE'?, Na DCr, também se observa um aumento da diferenciagdo das
células Th17, verificando-se especificamente um aumento das citocinas IL-17A e o
TNF-a, principais responsaveis pelas lesées no epitélio do tecido entérico, conforme
observado em bidpsias de pacientes'*. Em estudos futuros seria importante a analise
da via de sinalizacdo desencadeada pelo recetor de IL-6, de forma a averiguar quais
os fatores de transcricdo envolvidos na indugcdo do miR-22, tanto no modelo EAE
como na DCr. Através de técnicas de precipitagao da cromatina, como a técnica ChIP
(ver anexo 7.1.2), podera ser possivel também a identificagdo de possiveis fatores que
se ligam a regido promotora deste miRNA.

Estes miRNAs, comuns a varias doengas autoimunes, poderao ser potenciais
alvos terapéuticos sujeitos a acao de inibidores que promovam a diminui¢gdo da sua
expressao e consequentemente restabelegam os niveis normais de células Treg e
Th17.

Posteriormente a identificagdo dos miRNAs envolvidos na modulagdo da
diferenciacido de células T CD4+ em doencas autoimunes, através da pesquisa
bibliografica, foi possivel a construgao da tabela 9 que inclui os niveis de expressao
dos miRNAs em células Th1, Th17 e Treg no modelo experimental de esclerose
multipla — EAE - estabelecido no laboratério de acolhimento. Consideram-se
diferencialmente expressos os miRNAs que apresentam um valor logFC superior a 2
com FDR significativo (<0.05) em cada uma das referidas populagbes, como
observado no “heatmap” da figura 16. Do cruzamento dos dados obtidos na nossa
pesquisa bibliografica com a informacédo dos miRNAs diferencialmente expressos em
Th1, Th17 e Treg em EAE, resultou a tabela 10 que inclui 5 miRNAs, a maioria dos
quais desregulado em Treg na nossa pesquisa bibliografica.

Verifica-se que a expressdo do miR-451a-3p encontra-se aumentada em
células Th17, isoladas a partir do ratinho triplo repoérter sujeito a EAE, relativamente as
restantes populagdes celulares (tabela 10). No LES, verifica-se o aumento da
expressdo deste miRNA em células T CD4+. O miR-451a-3p possui como alvo
molecular o fator IRF8, cuja expressao esta diminuida nas células Th17 dos ratinhos
sujeitos a EAE (tabela 10), indicando que o IRF8 podera também ser um gene alvo do

miR-4512-3p em EAE. O Knockout deste miRNA revela uma diminui¢do da produgao
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de citocinas inflamatérias, como a IL-17A e a IL-4. Observa-se ainda uma maior
integridade do tecido tubular renal, a partir de biopsias de origem murina®’.

Relativamente ao miR-125a-5p, observa-se no modelo animal EAE um
aumento da sua expressao em células Treg. Estes resultados contradizem os
observados na doenca de Crohn, em que se verifica uma diminuicao da expressao do
mesmo, sendo promovida a diferenciacdo de células Th1 e Th17, dado que este
mMiRNA inibe a expressao do fator ETS1, indutor da expresséao das citocinas IFN-y e IL-
17A"2, Um estudo feito em pacientes com purpura trombocitopénica idiopatica, um
disturbio que envolve a formagao de pequenos coagulos de sangue por todo o corpo,
revela uma associacido entre o aumento da expressao do miR-125a-5p e o aumento
da expressao do fator Foxp3 em células T CD4+'%8, Tal podera justificar a expressdo
aumentada deste miRNA nas células Treg presentes no nosso modelo EAE. Outro
estudo demontra que a expressao do miR-125a-5p é induzida em células Treg na
presencga da citocina IL-6, estando associada a diminuicdo dos fatores IL-6R e STAT3
que promovem a producdo de citocinas caracteristicas de células T efetoras®.
Verifica-se que a expressdo deste miRNA é induzida num ambiente proé-inflamatdrio,
como tal o desencadeamento do nosso modelo EAE, através da toxina MOG, podera
induzir a expressao deste miRNA.

Quanto ao miR-15b-5p, verifica-se no modelo EAE uma maior expressdo na
populagdo de células Treg. Sabe-se que este possui como alvo o fator OGT que
promove a formagéo de ligagdes B-glicosidicas no fator NF-kB, ativando-o. Este, por
usa vez, promove a expressao de STAT3 que induz a produgao das citocinas IL-17A e
IFN-y, caracteristicas das células Th17 e Th1, respetivamente'??. Com base no modelo
murino, foi por outro lado obsevado que o miR-15b-5p também promove a proliferagao
das células Treg, através da regulagdo da expressao dos fatores Rictor e mTOR que
constituem alvos moleculares, envolvidos na ativacao de fatores como o Akt1, que
possuem a acao anti-apoptética. Biopsias de tecido entérico revelam uma diminui¢ao
da inflamag&o do mesmo'°. Assim o miR-15b-5p parece, por um lado estar associado
a promocgao de EAE, através da promocéao da diferenciagdo das células Th1 ou Th17,
mas podera também, através da promog¢ao da diferenciacado das células Treg impedir
a progressao da doenga. Sera necessario clarificar o papel deste miRNA em EAE em
estudos futuros.

O miR-223-3p encontra-se mais expresso na populacao de células Treg do
modelo experimental EAE do laboratério, confirmando resultados obtidos na nosssa

pesquisa bibliografica. Um estudo revela que em pacientes com EM existe uma
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associacdo, entre o aumento da expressdo do miR-223-3p e a diminuicdo da
expressao de Foxo1/3, que constitui o alvo molecular, e a diminuicdo da expressao de
Foxp3, durante a fase recorrente da EM, em que se verifica o agravamento dos
sintomas'™?. Um estudo baseado num modelo de uveite autoimune experimental
confirma esta diminuicdo da diferenciacdo das células Treg, associada ao aumento da
expressao deste miRNA. Os autores demonstraram que o fator Foxo3 inibe a
expressao do recetor de IL-23, cuja via de sinalizagao ativa o fator de transcricao
STAT3, envolvido na expressao de citocinas inflamatorias como a IL-17A"!. Assim, o
aumento da expressao do miR-223-3p em condicbes de autoimunidade diminui a
diferenciagédo das células Treg e promove a diferenciagdo das células Th17, assim se
justificando o seu papel na promog¢ao da doenga autoimune.

O miR-16-5p, proposto como biomarcador em AR no nosso estudo, possui
também a sua expressdo aumentada em células Treg do modelo experimental EAE
analisado no laboratério de acolhimento. Um outro estudo, baseado no modelo murino,
confirma a expressao aumentada do miR-16-5p em células Treg, em condi¢des
basais, devido a inibicdo dos fatores Rictor e mTOR que possuem acao anti-apoptética
em células T efetoras, constituindo alvos moleculares do miR-16-5p'®°. No entanto,
estes resultados contradizem a correlagdo observada em amostras de sangue
periférico de pacientes com AR, em que a expressao do miR-16-5p se encontra
diminuida nesta populagao celular, estando associada a diminuicdo da expressao de
Foxp3, observando-se, assim, uma diminuigido da diferenciagdodas células Treg'?’.

A revisao sistematica feita por Mori, M. A. em 2019 revela que a quantificagao
da expressao de microRNAs pode representar uma nova ferramenta nao invasiva para
detectar e monitorizar a atividades de diversas doencas, servindo como
biomarcadores'?. Os miRNAs de origem extracelular permitem a identificagdo de 11
condigbes clinicas associadas a danificagdo de 6rgaos internos e de pelo menos 20
diferentes tipos de cancro'?. Por exemplo, os miRNAs circulantes de amostras de
sangue periférico podem ser usados como biomarcadores para distinguir diferentes
tipos de linfomas nao Hodgkin, cujo tratamento varia conforme a patologia, entre os
quais destaca-se o linfoma difuso de grandes células B que se caracteriza pelo
aumento da expressdo dos fatores miR-155, miR-21 e miR-221"%3, A diminuigdo dos
niveis de expressdao do miR-29b e miR-29c, em amostras de urina de pacientes, sédo
identificados como biomarcadores de diagndstico, e possivel progndstico, de fibrose
renal’s4,

No caso da esclerose multipla, a validagdo de novos biomarcadores, no soro
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ou no plasma, para a identificacdo do estagio da doenga, podera beneficiar os
pacientes, ao iniciarem o tratamento apropriado precocemente'®. Com base em
resultados obtidos, a partir de liquido cefalorraquidiano, verifica-se, através da técnica
RT-gPCR, o aumento da expressdo do miR-922, miR-181c e miR-633, em pacientes
com EM num estéagio inicial, sendo que estes dois ultimos permitem a diferenciacao de
outras doencgas neurolégicas, com um perfil clinico semelhante. Conclui-se que os
mMiRNAs referidos possuem a funcdo de biomarcadores para o diagndstico
complementar da mesma’®®. Através do mesmo método, um estudo feito, com base no
modelo murino da EAE, revela o aumento significativo da expressdo do miR-99b, miR-
125a e miR-146b, em amostras de sangue periférico, inferindo sobre a possibilidade
do uso dos mesmos como biomarcadores no diagnostico clinico™. Como tal, os
microRNAs da tabela 8 que ndo possuem alvo molecular poderao ser utilizados como
possiveis biomarcadores, pois funcionam como indicadores do estado de progressao
da sua respetiva doenca. No caso do miR-16 observou-se, como acima referido, a sua
expressao diferencial nas células Treg do modelo EAE estabelecido. A fim de analisar
a sua importancia funcional podera fazer-se a sua sobreexpressao ou inibicdo da sua
expressao neste modelo animal. Poderdo ainda ser identificados alvos moleculares
deste miRNA neste modelo estabelecendo assim o mecanismo molecular da sua agao.
Os resultados obtidos, uma vez validados em amostras de pacientes com EM,
poderdo levar ao uso deste miRNA como biomarcador em EM (para além de AR) e
inclusivé como potencial alvo terapéutico. Para tal sera necessaria a realizagdo de
ensaios clinicos que gerem evidéncia suficiente, para que o biomarcador proposto seja
aprovado por um processo de validagdo que atende a determinados critérios de
clinicos, em que se verifica que a sua utilizacao é favoravel, em termos de diagndstico
ou monitorizagdo da doenga',

De acordo com o proposto por Zhang, L. et al, 0 uso de microRNAs no
tratamento de doengas autoimunes constitui uma nova geragédo de farmacos, devido
ao seu papel na regulagdo da expressao génica'®. Sabe-se que estes possuem alvos
potenciais que alteram a produgdo de diferentes tipos de citocinas, como o IFN-y e a
IL-17, modulando assim a resposta imunitaria’®. Como tal, o principal objetivo deste
tipo de terapia, consiste na modulagédo dos niveis dos miRNAs que, por sua vez, vao
regular a producao de citocinas inflamatérias ou anti-inflamatérias em células T
efetoras e reguladoras. Assim, por um lado, terao de ser administrados miRNAs, cuja
expressao se encontre diminuida nos pacientes, o que podera ser feito através de

oligonucledtidos sintéticos. Por outro lado, terd de se bloquear o efeito de miRNAs,
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Cuja expressao se encontre aumentada em pacientes. Tal podera ser feito por meio de
antagonistas, designados, nomeadamente, por antagomiRs. Para isso, a
administragdo pode realizar-se por via parenteral para maximizar a biodisponibilidade,
de forma a gerar o efeito desejado no tecido alvo'®. E necessario ter em conta que a
administracdo ou o silenciamento de um unico microRNA pode modificar a expressao
de varios genes, de forma simultanea. Além disso, um desafio geral deste tipo de
terapia consiste em evitar a degradacdo rapida pelas RNases abundantes na
circulagdo ou no compartimento endocitico das células. De facto, a modulagdo de
mMiRNAs envolvidos na diferenciagdo de células T CD4+ constitui uma oportunidade
para o desenvolvimento de novas terapias contra doencas autoimunes. Embora na
pratica clinica possa ser necessario alterar a expressao de varios microRNAs para a
obtencéo do efeito terapéutico’®?.

Em suma, a pesquisa bibliografica permitiu a identificacdo de miRNAs
comuns as patologias abordadas que poderdo constituir possiveis alvos terapéuticos
no tratamento da autoimunidade, com base modulacao da diferenciacao de células T
CD4+. Podendo ser relevantes na manutencdao da homeostase entre células T
efetoras (Th1 e Th17) e células Treg, regulando assim a resposta inflamatéria do
sistema imunitario. Outros estudos poderdo analisar o impacto da modulagdo dos
mesmos no desenvolvimento de uma terapia comum as diferentes patologias. Os
dados do nosso modelo animal EAE possibilitaram a identificagdo de miRNAs com
expressao diferencial que poderdo ser sujeitos a uma analise funcional futura que
permita determinar o seu impacto na esclerose multipla. Estudos futuros ajudaréo a
compreender o0s processos moleculares envolvidos na doenga, assim como a

identificagdo de possiveis indicadores da sua atividade ou progressao clinica.
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7. Anexo

7.1 Descricao das técnicas de identificagao e quantificacdo dos fatores reguladores
da diferenciacao de células T CD4+

7.1.1 RT-gPCR

A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das técnicas mais comuns para a
amplificacdo e identificagdo de material genético presente em amostras bioldgicas,
podendo também ser usada para detetar niveis de expressao de transcritos quando
antecedida por sintese de cDNA a partir do RNA extraido. A enzima utilizada é a
transcriptase reversa, capaz de sintetizar cDNA a partir de mRNAs e miRNAs. Cada
reacdo PCR ¢é constituida por varios ciclos de 3 fases, a desnaturagao,
emparelhamento de primers e sindese de uma nova cadeia pela Taq polimerase’. A
quantidade de transcritos/DNA pode ser quantificada na técnica de PCR em tempo
real em que se utilizam corantes fluorescentes inespecificos (ex. Sybr Green) ou
Sondas especificas (ex. sondas TagMan) para detetar o DNA amplificado. O Sybr
Green, quando intercalado numa cadeia dupla, recém sintetizada, emite fluorescéncia

que é entdo diretamente proporcional a quantidade de DNA presente na amostra. No
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caso das Sondas Tagman, estas sdo compostas por por um quencher e um fluoréforo.
Na auséncia de amplificacdo, a proximidade entre estas duas moléculas impede a
emissdo de fluorescéncia. Contudo, quando existe amplificacdo, mediada pela
TagMan, ha clivagem da sonda, possibilitando assim a emissdo de fluorescéncia e
deteccado de sinal que é proporcional a quantidade de DNA/cDNA presente na
amostra. Assim, as cadeias sdo quantificadas, com base na absorvancia emitida pela
amostra. O valor do ciclo CT (cycle treshold) definira se a quantidade de transcrito
presente é elevada ou baixa, sendo que um menor CT corresponde a um transcrito
mais abundante e um maior CT a um gene/transcrito menos abundante numa

determinada amostra biologica®

7.1.2 ChiP-seq

A imunoprecipitacdo da cromatina seguida de sequenciagdo em larga escala, ou
ChIP-Seq, é uma técnica que determina locais de ligacdo de proteinas ao DNA,
permitindo identificar genes que se ligam a fatores de transcricdo ou genes que se
ligam a histonas modificadas, por exemplo, dependendo do anticorpo usado na
imunoprecipitacdo. Corresponde a um método de estudo da regulacdo da expressao
génica e dos mecanismos genéticos e/ou epigenéticos®. Varios artigos usam este
método para comparar padroes de modificacdes de cromatina entre individuos
saudaveis e individuos doentes®. As abordagens existentes para investigar o
epigenoma sdo inerentemente tendenciosas, dado que as mesmas exigem sondas
derivadas de sequéncias conhecidas. Como é o caso das técnicas de andlise da
metilacdo do DNA. Ao se averiguar, por exemplo, uma diferengca nos niveis de
metilacdo das histonas, torna-se possivel propor uma associacdo entre genes que se
encontrem potencialmente ativos ou inativos, a nivel transcricional. Uma técnica
comum envolve o uso do bissulfito de sédio para a conversao de residuos de citosina
nao metilados em uracilo, enquanto as citosinas metiladas que n&o passam por essa
modificagdo s&o posteriormente identificadas por técnicas de sequenciagéo®.

A técnica ChIP-Seq nao requer esse conhecimento prévio. Inicialmente, durante o
procedimento, realiza-se uma fixagdo por formaldeido, de forma manter as proteinas
presentes ligadas a cadeia de DNA. Este é fragmentado, através da ultra-sonografia
ou, preferencialmente, por meio endonucleases. Em seguida, as proteinas que se
ligam ao DNA sao precipitadas, por meio de anticorpos. Posteriormente, os complexos

formados sdo separados por eletroforese em gel de agarose®. Desta forma, os
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nucledtidos que nao se encontram associados a proteinas sdo separados da cadeia
de DNA. Este processo de purificacdo pode ser otimizado pela aplicagdo de um campo
eletromagnético que gera uma diferenca de potencial no gel de agarose que possibilita
a migracao dos complexos formados, num sentido determinado pela carga do
marcador conjugado ao anticorpo’. Posteriormente, torna-se necessario separar as
mesmas da cadeia de DNA. Tal pode ser alcancado por um extenso periodo de
incubacdo, ou por meio de uma solugdo salina (como o NaCl). O produto final,
correspondente a cadeia de DNA, a ser sequenciada, por meio de tecnologias High-
throughput®. A técnica permite determinar mecanismos reguladores da diferenciacdo
de linfocitos T CD4+. Por exemplo, um estudo feito em células Treg determinou,
através da técnica ChlP-Seq, que o fator Foxp3 reprime a expressao dos fatores AML1
e Runzl que promovem a proliferacdo de células Th1°.

7.1.3 Sequenciagdo de mRNA e “small-RNA” em larga escala

A sequenciacao de mRNA/’small” RNA ou RNA-seq consiste num método de analise
da expressao diferencial de transcriptomas de RNAs mensageiros ou pequenos RNAs
em varios contextos, incluindo, tipos de células diferentes, mesmo tipo de células em
contextos diferentes, como situagoes fisioldgicas versus situagdes de doencas, entre
outros'®. No presente trabalho, utilizou-se esta metodologia em varios contextos, entre
0s quais 0 modelo animal de EAE para andlise da expressao de assinaturas
moleculares de células Th1, Th17 e Treg. Outro exemplo, consiste num ensaio clinico
feito em pacientes com LES, em que através da sequenciagdo bissulfito, foram
determinados os genes em que se observa um menor grau de metilagao, justificando o
perfil de expresséo significativamente alterado em células T CD4+"".

A técnica RNA-seq divide-se em 3 fases principais. Inicia-se pela preparacdo da
amostra bioldgica, em que se realiza a extracdo dos RNAs presentes na mesma. Em
seguida, estes sdo separados daqueles que n&o constituem o objeto de estudo,
tratando -se frequentemente de RNA ribossomal e RNA de transferéncia. Na segunda
fase, ocorre a sintese de DNA complementar as cadeias de mMRNA e de miRNA
(cDNA), por meio da enzima transcriptase reversa. Este, por usa vez, é posteriormente
amplificado por PCR. Sabe-se que para a sintese de cDNA torna-se necessario uma
cadeia molde (inicial), cujo comprimento devera ser superior a 40 nucleétidos. No caso
do mRNA, o comprimento de cada cadeia é geralmente superior a 100 nucleétidos,

permitindo uma amplificagéo eficiente. O comprimento das cadeias de mMIiRNA
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possuem cerca de 18 a 24 nucleétidos de comprimento. Como tal, o PCR realizado
devera ser adaptado, usando um primer em forma de grampo que se liga a cadeia de
mMiRNA maduro, como referido na descricido da técnica RT-qPCR. Apds a acéo da
transcriptase reversa, forma-se uma cadeia dupla, cuja extremidade 5’ possui uma
estrutura semelhante a um lagco, como verificado nas cadeias de pré-miRNA. Em
seguida, ocorre a desnaturacao das cadeias a 90° que gera a formacao de uma cadeia
unica (com o dobro do comprimento). Para a amplificacdo torna-se necessario um
primer que se liga a extremidade 3’ e uma sonda de hidrélise, como a TagMan que
permite a detecao da cadeia, através do fluoroforo associado. Na fase final, é feita a
preparagao de bibliotecas de cDNA que consistem em combinagdes de fragmentos de
cDNA amplificados inseridos em células de uma amostra, em que as espécies de RNA
presentes variam em termos de tamanho, sequéncia e caracteristicas estruturais.
Antes da sequenciagdo das cadeias, estas encontram-se ligadas a adaptadores
moleculares que permitem a sua identificacdo das mesmas. Tal ocorre com a remocao
do grupo fosfato na extremidade 3' da cadeia de RNA fragmentada, em que
posteriormente é adicionado o adaptador molecular, através da enzima RNA ligase Il.
Repetindo-se o mesmo processo na extremidade 5', através da RNA ligase 12,
Relativamente a sequenciacéo das bibliotecas de cDNA, a preferéncia tecnoldgica
varia consoante o objetivo do estudo. A tecnologia Short-Read consiste na leitura de
cadeias de cDNA até 500 bp, reconhecendo somente fragmentos de RNA. A
tecnologia Long-Read, cuja sequenciagédo permite a leitura de cadeias de cDNA entre
1000bp e 5000 bp, possibilita 0 reconhecimento de cadeias de RNAs inteiras ou quase
completas. Uma leitura Long-Read, embora menos rapida, supera algumas
desvantagens existentes na tecnologia Short-Read. Por exemplo, a diminuicdo do
risco do surgimento de um viés associado a presencga de isoformas do gene, que
correspondem a transcritos gerados, a partir do mesmo Locus, que sao distintos.
Sabe-se que mais de 90% dos genes humanos possuem duas ou mais isoformas
distintas. Tal deve-se aos processos de Splicing alternativo e da regulacdo génica
associada a transcricdo da regido nao codificante, em que destacam os miRNAs.
Sabe-se que cerca de 95% dos artigos publicados que realizam leituras Short-Read
utilizam a tecnologia de sequenciacao Illumina (a partir da qual se obteve o perfil de
expressao dos genes analisados no modelo EAE da secc¢éo dos resultados), em que o
material genético, apés ser fragmentado, é inserido em células de fluxo que consistem
em compartimentos que possuem sondas complementares as cadeias de cDNA

presentes na amostra, que flui continuamente, permitindo a sequenciacdo das
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mesmas. Cada sonda possui 4 fluoréforos diferentes, para distinguir cada nucleétido.
Apbs a ligacdo da sonda a uma das extremidades do cDNA, ocorre a sintese de nova
cadeia nucleotidica, com base na complementaridade de bases, por meio da DNA
polimerase. Desta forma, a sequenciacao é feita conforme a fluorescéncia emitida. No
caso das leituras Long-Read, é frequente o uso das tecnologias de sequenciacao

Pacific Biosciences (PacBio) e Oxford Nanopore (ONT),

7.1.4 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que permite analisar o perfil de expressao de
proteinas presentes na superficie celular € no meio intracelular, permitindo a
caracterizacao individual de diferentes células numa populagédo heterogéneas. Permite
também avaliar o tamanho e volume das células. A técnica consiste na medigao da
intensidade, emitida por fluoréforos, que se encontram conjugados a anticorpos, como
€ o caso do marcador fluorescente Green Fluorescent Protein (GFP), entre outros ou
recorrendo a corantes com propriedades semelhantes, como é o caso do iodeto de
propidio™®.

As proteinas fluorescentes, os corantes fluorescentes e os fluordforos, de forma
geral, revolucionaram o campo da biologia celular molecular. Em particular, pelo
surgimento de ensaios multiplex que permitem analisar e quantificar diversas proteinas
em amostras biolégicas complexas, com base na intensidade emitida pelo fluoréforo
utilizado'®.

A amostra celular, previamente preparada com o marcador escolhido, é suspensa
em meio liquido, sendo, de seguida, sujeita a incidéncia de um feixe laser que ira
permitir a quantificagdo das moléculas biolégicas de interesse. Apds a excitagédo, cada
molécula, suspensa no meio, dispersa o feixe que lhe foi direcionado. Sao utilizados
filtros que direcionam os comprimentos de onda dispersos, apds a emissao. Os filtros
Band Pass (BP) permitem a transmissao de fluoréforos, que possuem num intervalo
restrito de comprimento de onda. Os filtros Short Pass (SP) possibilitam a passagem
de fluordforos, abaixo de um determinado comprimento. Os filtros Long Pass,
permitem a passagem de fluoréforos acima do mesmo. E possivel também a detegdo
de fluoréforos através da colocagao de sensores no local por onde passa o fluxo, que
sdo designados por tubos fotomultiplicadores (PMTs). Cada um, deteta um intervalo de

comprimento de onda especifico. Podem-se classificar em Forward Scatter (FSC), em
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que se mede a dispersao na dire¢ao do laser, ou Side Scatter (SSC), em que se mede
a dispersao num angulo de 90°, em relacao ao laser. Estes sdo capazes de converter
a energia de fluoroforos em sinais eletronicos, que possuem uma determinada altura e
area. Estes dois parametros correlacionam-se diretamente com a quantidade de

moléculas-alvo presentes na amostra, permitindo a quantificagdo da mesma'’.

7.1.5 ELISA

Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica, ou ELISA, corresponde a uma técnica que
permite a identificacdo e quantificacdo de antigénios especificos numa placa com
varios pocos contendo a amostra, através do uso de anticorpos. Estes Ultimos
possuem um marcador enzimatico que emite um determinado comprimento de onda,
apo6s a formacgédo do complexo anticorpo-antigénio, permitindo assim a quantificacao,
com base na densidade otica. Esta técnica € dividida em diferentes categorias,
dependendo de como € formado o complexo referido, havendo trés variante principais.
No ELISA direto, o antigénio é imobilizado em cada pogo, posteriormente é aplicado o
anticorpo que, por sua vez, ja se encontra conjugado com o marcador. No Elisa
indireto sao utilizados dois anticorpos. O primeiro, designado por anticorpo primario,
liga-se ao antigénio presente na amostra, sendo removido o excesso nado ligado
através de lavagens O segundo possui afinidade pelo anticorpo primario, contendo o
marcador enzimatico que permite a sua quantificagdo. No ELISA imunométrico cada
poco possui inicialmente anticorpos imobilizados que iram captar o antigénio apés a
adicdo da amostra. A primeira lavagem é feita com o objetivo de remover antigénios
gue nao se ligaram aos anticorpos referidos. Posteriormente, sdo aplicados anticorpos
conjugados com o marcador enzimatico. Por fim, estes que nao se ligaram ao
antigénio s&o removidos por uma segunda lavagem'™. Um exemplo da aplicacédo desta
técnica consiste na determinacdo da quantidade das citocinas IL-10 e IL-17A, numa
amostra de células CD4+ de origem murina, permitindo assim inferir sobre a regulacao

da diferenciacdo das mesmas?®.
7.1.6 Western Blot
O Western Blot € uma técnica de detecao de proteinas, através de anticorpos com

afinidade pelas mesmas. O mesmo difere do ensaio ELISA por permitir uma

comparagao entre a quantidade relativa de diferentes amostras. Estas deverao ser
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mantidas a -80°C, para manter a integridade do conteudo proteico, devendo o seu
descongelamento ser feito dentro do menor tempo possivel para evitar uma
degradacio proteolitica, por meio de proteases endodgenas. O isolamento das
proteinas alvo ocorre por lise celular, seguido de extragdo em condigcbes que variam
consoante o objeto de estudo e o tipo de tecido. A eficiéncia da extragdo pode ser
avaliada, consoante a quantidade de proteinas no lisado, existindo diferentes métodos
de quantificacdo, entre os quais, 0 ensaio de Bradford, cuja leitura podera ser feita
através da absorvancia do UV e o ensaio Nanodrop que se baseia no mesmo
principio. Em seguida, as proteinas, previamente desnaturadas com dodecil sulfato de
sédio (SDS), sado separadas conforme o tamanho, através da eletroforese em gel de
poliacriamida (SDS-PAGE), em que é aplicada uma diferenca de potencial que
possibilita a migragcdo das mesmas. Subsequentemente, as proteinas séo transferidas
para uma membrana de nitrocelulose ou de fluoreto de polivinilideno, através de uma
aplicacéo de corrente elétrica. Para a sua detecdo, sao utilizados anticorpos primarios
que se ligam as proteinas-alvo, seguindo-se a deteccao com anticorpos secundarios
conjugados com marcadores enzimaticos que emitem sinais fotométricos?°. Um estudo
feito em 2012 utiliza esta técnica para a detecao de proteinas presentes numa biopsia
de baco de murina, envolvidas na producdo de IL-17A, permitindo inferir sobre

interagdes entre as mesmas que promovem o fenétipo Th172.

7.1.7 Ensaio Luciferase

O ensaio luciferase corresponde a uma técnica em que € usado o gene repérter de
luciferase para analisar se determinando miRNA se liga diretamente a um determinado
MRNA alvo. Neste modelo de estudo, efetua-se a transfecgéo de células com um vetor
de expressao contendo uma regido promotora, o gene que codifica a luciferase e a
regidao 3’UTR de um determinado mRNA. A enzima luciferase catalisa uma reagao
redox que conduz a emissao de bioluminescéncia, a partir da energia quimica do seu
substrato — a luciferina. A co-expressao deste vetor de expressao com um vetor
contendo o miRNA regulador permitird identificar se o0 mesmo se liga diretamente a
regidao 3UTR de um determinado mRNA através da leitura do sinal de luciferase.
Quando este sinal diminuir, significa que ha ligagao direta de um determinado miRNA
ao seu mRNA alvo. Uma mutacao na seed sequence do miRNA alvo devera provocar

a reversdo do sinal obtido?.
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3.

5.

7.1.8 HITS-CLIP

High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation”,
HITS-CLIP, ou CLIP-seq, corresponde a uma técnica para a identificacido de
interacbes especificas entre proteinas e RNA, assim como o mapeamento dos locais
de ligag&o. A amostra contendo o tecido celular é exposta a radiagdo UV (mJ/cm?) que
induz a formacao de ligagbes covalentes, designadas por Crosslinks, entre proteinas e
os mMRNAs. Em seguida, ocorre a imunoprecipitacdo dos complexos formados, por
meio de anticorpos. Os complexos proteina-RNA s&o separados por eletroforese e
transferidos para uma membrana de nitrocelulose como no Western Blot, migrando
conforme a massa dos mesmos. Posteriormente, as ligagdes Crosslink sao destruidas,
por meio de enzimas digestivas, entre as quais a proteinase K. Tal podera ocorrer, no
gel utilizado na eletroforese, ou, a partir da membrana de nitrocelulose?®. Por meio da
técnica de RT-gPCR, as cadeias referidas sdo convertidas em DNA complementar, por
acao da enzima transcriptase reversa. Os transcritos presentes sdo quantificados,

posteriormente, por RNA-seq como anteriormente descrito?.
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