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RESUMO

A artrite reumatoide é uma doenca inflamatéria crénica, autoimune, que afeta
principalmente as articulac6es. Apresenta como manifestacfes clinicas, edema e
eritema nas articulacdes, dor que com a progressao da doenca, promovem alteracdes
importantes na arquitetura articular e diminuicdo e/ou perda de funcdo.
Patologicamente, ocorre hiperplasia da membrana sinovial, formagdo de pannus,
presenca de células do sistema imune e consequentemente, liberacédo de quimiocinas
e citocinas pro-inflamatorias. Os leucotrienos, por sua vez, sdo mediadores lipidicos,
derivados do metabolismo do acido araquidonico e sintetizados pela via 5-
lipoxigenase (5-LO), apresentando um papel importante na resposta inflamatoria
tecidual e na defesa do hospedeiro contra varios patdogenos. O leucotrieno B4, € um
potente quimioatrativo de neutréfilos, pois promove a adesdo dessas ceélulas para o
endotélio vascular, promovendo o desenvolvimento da artrite. O presente trabalho
teve como objetivo investigar os mecanismos envolvidos pelos leucotrienos, na artrite
induzida em animais knockout para 5-LO (5-LO KO) e wild type (WT). Utilizando o
modelo experimental de artrite reumatoide induzida por anticorpos de colageno
(Collagen Antibody-Induced Arthritis - CAIA), camundongos 5-LO KO e WT foram
imunizados via veia caudal, com um coquetel de 5 tipos de anticorpos monoclonais
contra o colageno tipo Il, no dia 0, seguido por administracdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo (LPS) nos dias 3 e 11. O tampao fosfato-salino (PBS) foi utilizado
como veiculo nos grupos controles. Os animais foram monitorados e a progressao da
doenca foi avaliada diariamente por 14 dias. No décimo quarto dia, os camundongos
foram eutanasiados e as patas coletadas para os ensaios de coloracdo com
hematoxilina e eosina (HE) e tricrbmico de masson, imunoexpressao por
imunohistoquimica e imunofluorescéncia e analise protedmica. Os resultados
demonstraram que o grupo WT CAIA desenvolveu uma sinovite moderada, ao
analisarmos as patas dianteiras, em contrapartida, o grupo 5-LO KO CAIA, deficiente
de leucotrienos, ndo desenvolveu a doenca. Analises de imunoexpressdo de
marcadores inflamatdrios e vasculares revelaram maior expressao da interleucina IL-
18 e CD31 no grupo WT CAIA, entretanto ndo houve diferenca na expressao de IL-6
e CD34 entre os grupos avaliados. Em relagdo ao perfil protebmico, mudangas

significativas foram encontradas na identificagdo das proteinas totais na comparacao







entre 0s grupos experimentais e controles, como proteinas relacionadas a producao
de colageno e presentes no processo inflamatério. Adicionalmente, proteinas
exclusivas no grupo 5-LO foram identificadas, consideradas antioxidantes, nos
direcionando a hipétese de que essas proteinas estariam sim, envolvidas no nao

desenvolvimento da sinovite nos camundongos knockout.

Palavras-chave: Artrite reumatoide. Leucotrienos. 5-Lipoxigenase.







ABSTRACT
Mechanisms induced by leukotrienes in arthritis condition

Rheumatoid arthritis is a chronic, autoimmune inflammatory disease that mainly affects
the joints. Clinical manifestations are swelling in the joints, erythema, and pain that,
with disease progression, promote important changes in joint architecture and
decrease and/or loss of function. Pathologically, occurs hyperplasia of the synovial
membrane, formation of pannus, presence of several cells of the immune system, and
consequently, the release of chemokines and pro-inflammatory cytokines. On the other
hand, leukotrienes are lipid mediators, derived from arachidonic acid metabolism and
synthesized by the 5- lipoxygenase (5-LO) pathway playing an important role in the
inflammatory tissue response and the defense of the host against various pathogens.
Leukotriene B4, for example, is a potent neutrophil chemoattractive, as it promotes
adhesion of these cells to the vascular endothelium, promoting or developing arthritis.
Thus, the present study aimed to investigate the mechanisms involved by leukotrienes,
in arthritis induced in mice knockout for 5- lipoxygenase. Using the CAIA model, wild
type and 5-LO KO mice were immunized via the caudal vein, with a cocktail of 5
monoclonal antibodies against type Il collagen on day 0, and double intraperitoneal
injection of LPS on days 3 and 11. PBS was used as a vehicle in the control groups.
On the fourteenth day, the mice were euthanized and the paws were collected for HE
staining and Masson trichrome assays, immunoexpression by immunohistochemistry,
and immunofluorescence, as well as proteomic analysis. Our results showed that the
WT CAIA group developed moderate synovitis, in contrast, the knockout group, KO
CAIA, deficient in leukotriene, did not present the disease. The immunoexpression of
interleukin IL-1B was positively higher in the WT CAIA group, however, there was no
difference for IL-6. In addition, the immunostaining for CD31 was also more expressive
in the WT CAIA group compared to the other groups and there was no significant
difference for CD34. Regarding the proteomic profile, significant changes were found
in the identification of total proteins in the comparison between experimental and
control groups, as proteins related to collagen production and present in the
inflammatory process. Furthermore, antioxidant proteins exclusive to the 5-LO group
were identified, leading us to the hypothesis that these proteins would indeed be
involved in the non-development of synovitis in knockout mice.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Leukotrienes. 5-Lipoxygenase.
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Imagem ilustrativa demonstrando uma articulacao saudavel (A) e
outra com artrite reumatoide (B). Verifica-se a formagcao de pannus
articular, presenca de células do sistema imune no ambiente
inflamado, espessamento da membrana sinovial e erosdo 0ssea

pelos osteoclastos, tipico na artrite reumatoide ...........ccccceeeeinnnnnnns

Esquema demonstrativo e resumido da cascata do acido
AraquidoniCO (AA)....o e

Os camundongos das linhagens 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO)
provenientes do Laboratério The Jackson — USA, foram mantidos no
Biotério FCFRP — USP. Apos aprovacdo da CEUA, protocolo n°
007/2017, os camundongos foram transferidos para o Biotério da
FOB — USP, onde permaneceram por 7 dias, para adaptacdo do
ambiente, sendo mantidos 3 camundongos por caixa do tipo
microisolador e separados em 4 grupos, 129/Sv (WT C) e 5- LO KO
(KO C) controles e 129/Sv (WT CAIA) e 5- LO KO (KO CAIA) (artrite

L0 (U 74 o = ) SR

Esquema demonstrativo da indugcdo ou ndo da artrite nos
camundongos 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO). Inicialmente foi
realizado a aplicacdo do coquetel indutor da artrite — Chondrex, via
veia caudal (grupo CAIA) ou PBS (grupo controle), no dia 0. No dia
3, 0s mesmos receberam um reforco intraperitoneal de LPS ou PBS,
repetindo-se no dia 11, conforme instrucbes do fabricante.
Diariamente, as patas anteriores e posteriores foram mensuradas
com paquimetro. E no dia 14, os animais foram eutanasiados e as

amostras coletadas para 0S ENSAIOS ........ceeeeeeeeiiiiriiiiiiee e ee e

Peso médio em gramas dos grupos, WT CAIA (A), WT C (B), KO
CAIA (C) e KO C (D) respectivamente, correspondente ao dia O
(coquetel Chondrex — indutor da artrite para os grupos CAIA e

solucdo PBS para os grupos controles)e dia 14 (eutanasia).
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Podemos verificar que o peso dos animais n&o apresentou alteracéo

entre 0S gruposS CAIA € C ..o 57

Avaliacdo clinica da atividade da artrite nas patas anteriores dos
camundongos 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO), CAIA e controles. O
edema foi mensurado diariamente por meio de paquimetro e os

resultados estdo expressos em mm, periodo de 14 dias .................. 58

Avaliacdo clinica da atividade da artrite nas patas posteriores dos
camundongos 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO), CAIA e controles. O
edema foi mensurado diariamente por meio de paquimetro e os

resultados estéo expressos em mm, periodo de 14 dias .................. .58

Sinais clinicos da atividade da artrite nas patas posteriores (A) e
anteriores (B) dos camundongos 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO).
Podemos verificar edema e eritema acentuados nas patas
posteriores e anteriores dos animais WT CAIA, diferentemente do
grupo KO CAIA. e 59

Caracteristicas histopatolégicas representativas em cada um dos
grupos de estudo (WT C, WT CAIA, KO C e KO CAIA),
correspondentes a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) e
Tricrébmico de Masson (TM) CA: cavidade articular; CF: capsula
fibrosa; MS: membrana sinovial; OE: 0sso esponjoso; Ca: cartilagem
articular; Ce: cartilagem epifisaria; H: hiperplasia de membrana

sinovial; I: infiltrado inflamatorio; P: Pannus. .......ooeevveveeeiiiiieieiean. 61

Caracteristicas histopatologicas no score de sinovite. Em A (HE) e C
(TM): Imagens representativas dos achados encontrados nos
grupos WT C, KO C e KO CAIA; sem sinovite (GI=0). CA: cavidade
articular; CF: capsula fibrosa; MS: membrana sinovial, OE: o0sso
esponjoso; Ca: cartilagem articular; Ce: cartilagem epifisaria. Em B
(HE) e D (TM): Imagens representativas dos achados encontrados
no grupo WT CAIA; sinovite moderada (GI=2). H: hiperplasia de

membrana sinovial; |: infiltrado inflamatério; P: Pannus.................... 63







Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Cortes histolégicos de tecido sinovial com imunomarcacéo de IL-1p,
contracoloragdo com hematoxilina. (A) grupo WT C; (B) grupo WT
CAIA; (C) grupo KO C; e (D) grupo KO CAIA. CA: cavidade articular;
MS: membrana sinovial; Ca: cartilagem articular; TO: tecido 0sseo;
CF: capsula fibrosa; H: hiperplasia da membrana sinovial; I: infiltrado

aYi P10 4= 100 4 (o T TR T PP 67

Cortes histoldgicos de tecido sinovial com imunomarcacéo de IL-6,
contracoloragdo com hematoxilina. (A) grupo WT C; (B) grupo WT
CAIA; (C) grupo KO C; e (D) grupo KO CAIA. CA: cavidade articular;
MS: membrana sinovial; Ca: cartilagem articular; TO: tecido 0sseo;
CF: capsula fibrosa; H: hiperplasia da membrana sinovial; I: infiltrado
Y1 = U= (o] o o TS .69

Quantificacdo da imunoexpressao de interleucinas, IL-18 (A) e IL-6
(B) entre os grupos controles WT C e KO C, e experimentais WT
CAIA e KO CAIA. One-way ANOVA complementado com o teste de
Tukey (means + SD). GraphPad Prisma 5. ** p<0.005 ..................... 71

Correlacéo positiva entre as interleucinas IL-1B e IL-6 nos grupos
WT C (A), WT CAIA (B), KO C (C) e KO CAIA (D). Nos grupos WT
C e KO CAIA foi possivel observar que a imunoexpressao das
citocinas foi homogénea entre os animais, no entanto esse padréo
ndo se manteve nos animais WT CAIA e KO C. Coeficiente de

correlacdo de Spearman, GraphPad Prisma 7..........cccccooevvvvviivnnnnnn.. 71

Fotomicrografias representativas de microscopia fluorescéncia de
secbes de tecido sinovial. (C e G-H; A, E-F). Imagens
representativas dos grupos sem manifestacdo de AR: marcacédo de
imunofluorescéncia para CD31 (verde) e CD34 (vermelho) com
contra coloracdo DAPI (azul) para nucleos, respectivamente. D e B,
imagens representativas do grupo com manifestacdo de AR:
marcacdo de imunofluorescéncia para CD31 (verde) e CD34

(vermelho) com contra coloragdo DAPI (azul) para nucleos ............. 75







Figura 16. Andlise comparativa da intensidade de fluorescéncia para CD31 (A)
e CD34 (B) entre os grupos controles WT C e KO C, e experimentais
WT CAIA e KO CAIA. One-way ANOVA, com pos teste de Tukey
(means + SD). GraphPad Prisma 5. *, # p<0.05 .........ccccoovviiiiviiennnns 77

Figura 17. Diagrama de Venn representando as proteinas exclusivas de cada
grupo e nas interseccoes, as proteinas em comum, identificadas na
analise protedbmica das patas anteriores e posteriores dos quatro
grupos, WT CAIA — Wild type com artrite induzida; WT C — Wild type
controle; KO CAIA — 5-LO KO com artrite induzida; KOC — 5-LO KO
controle (Bioinformatics & Evolutionary GENOMICS)...........cceeeeeeeeennnn. 79

Figura 18. Grafico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas
identificadas com expresséo diferencial na comparacdo WT CAIA vs
WT C. Categoria de proteinas baseadas na ontologia genética (GO)
do amplo Processo do Sistema Imune. Significancia (Kappa= 0.04)
e distribuicdo de acordo com a porcentagem do nimero de genes
associados. A ontologia genética foi avaliada segundo os pluggins
ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2.......ccccceeevveeeeevennnnnns 125

Figura 19. Grafico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas
identificadas com expressao diferencial na comparacédo KO CAIA vs
KO C. Categoria de proteinas baseadas na ontologia genética (GO)
do amplo do Sistema Imune. Significancia (Kappa= 0.04) e
distribuicdo de acordo a porcentagem do numero de genes
associados. A ontologia génica foi avaliada segundo os pluggins
ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2........ccccceeeveeeeerveennn, 126

Figura 20. Grafico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas
identificadas com expressao diferencial na comparacédo KO CAIA vs
WT CAIA. Categoria de proteinas baseadas na ontologia genética
(GO) do amplo Processo do Sistema Imune. Significancia (Kappa=
0.04) e distribuicdo de acordo a porcentagem do niamero de genes
associados. A ontologia génica foi avaliada segundo os pluggins
ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2........ccccceeveevvvinineennnns 127







Figura21. Gréfico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas
identificadas com expresséo diferencial na comparacao KO C vs WT
C. Categoria de proteinas baseadas na ontologia genética (GO) do
amplo Processo do Sistema Imune. Significancia (Kappa= 0.04) e
distribuicdo de acordo com a porcentagem de numero de genes
associados. A ontologia genética foi avalizada segundo os plugins
ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2........cccceeeeumnnnnnnnnns 128







Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

LISTA DE TABELAS

Score histopatolégico da sinovite segundo Krenn et al (2002), com
parametros de graduacéo, O (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3
(intenso/forte). Os valores de todos o0s parametros s&o
contabilizados e adicionados, variando de 0 a 9. 0 — 1: sem sinovite,
grau inflamatério (Gl) = 0; 2 — 3: ligeira sinovite, Gl = 1; 4 — 6: sinovite
moderada, Gl =2 e 7 — 9: sinovite forte, IG =3 .......cooiriiiiciiiieeeee 47

Tabela demonstrativa do escore qualitativo adotado para avaliar a
severidade do edema das patas, segundo o fabricante
(O 0101 11 £ [ o Lo 60

Proteinas com expressao significativamente alteradas no grupo WT
CAIA (camundongos com artrite induzida) em comparagdo com o

grupo CONLIole WT C ..o e e 82

Proteinas com expressao significativamente alteradas no grupo KO
CAIA (camundongos com artrite induzida) em comparacdo com o

grupo controle KO C....cooeeiiiiiie et 93

Proteinas com expressao significativamente alteradas no grupo KO
CAIA em comparacdo com o grupo WT CAIA, ambos com artrite

reumatoide INAUZIAA .. .. ..o, 104

Proteinas com expressao significativamente alteradas no grupo KO
C em comparacgdo ao grupo WT C, ambos grupos controles, sem

inducao da artrite reumatoide..........ccceveeeieiiiiiiiiice e 115







°C
HA
nCT

Hg
Mg/mL

pgmol

pL
pm

ACN
Alox5
AMBIC
BSA
CAIA
CEUA
CysLTs
Da
DAB
DAMPs
DAPI -
DTT
FLAP
IL-1B
IL-6

kV

LPS

LT -
LTB4

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

Graus Celsius

Microampeére

MicroCT ou Micro tomografia
Micrograma

Microgramas por Mililitro

Micromol

Microlitros

Micréometro

Acetronitrila

Arachidonate 5-lipoxigenase Gene
Bicarbonato de Amonio

Bovine Serum Albumin

Collagen Antibody Induced Arthritis
Comisséo de Etica no Uso de Animais
Cisteinil Leucotrieno

Dalton

3,3’diaminobenzidine

Padrbes Moleculares Associados ao Dano
4’ 6-diamidino-2-phenylindole,dihydrochloride
Dithiothreitol

Proteina Adaptadora da 5-LO

Interleucina 1 Beta

Interleucina 6

Kilovolt

Lipopolysaccharides

Leucotrienos

Leucotrieno B4







LTCas
LTE4
Mg/mL
mL

mm

mM
PAMPs
PBS

pH

PLA
pmol/ pL
ppm
RPM

TA

TBS
TFA
UNIPROT
\%

WT

Leucotrieno C4

Leucotrieno E4

Miligramas por Mililitro

Mililitros

Milimetro

Milimolar

Padrbes Moleculares Associados ao Patdgeno
Phosphate Buffer Saline (Tampéao Fosfato-Salina)
Potencial de Hidrogénio I6nico

Fosfolipase A2

Picomol por Mililitros

Partes por Milhéo

Rotacdo por minuto

Temperatura Ambiente

Tween 20

Acido Trifluoracético

Universal Protein Research

Volt

Wild Type







2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

4.1
4.2
4.3
4.4
44.1
4.5
45.1
4.6
4.6.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.7

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt 25
REVISAO DE LITERATURA ..., 31
Tecido OSSEO0 € ArtICUIAGAD ........ccveveeeeeeeeeeieeeeee ettt eeeete e 31
[ oT01ST=1 0 [0 ] o 1= 2SRRI 32
Leucotrienos e sua bioSSINteSe ........ccooeviiiiiiiii 33
Processo inflamatorio ... 34
Aspectos etiol6gicos da artrite reumatoide ...........ccceeeemnneminiiiians 36
Fisiopatologia da artrite reumatoide.............oooooiiiiii 37
JUSTIFICATIVA E PROPOSIQAO ................................................................. 41
MATERIAL E METODOS ... .ottt n e 45
Y 10 = £ 45
Inducéo e avaliacdo da artrite reumatoide ...........ccevvvveviiiiiiiii e, 46
Processamento das amostras e preparo das laminas — HE, TM, IHQ e IF.....48
IMUNO-NISTOQUIMICAL ... .t i e e e e e e e e e e 48
Analise da Imuno-hiStOQUIMICA.........cceviiieiiiiice e 49
IMUNOFIUOIESCENCIA. ... oo, 50
Analise da ImUuNOfIUOIESCENCIA ........uuuuuueiiiiiiiiiii e 51
ESPECtrometria de MAaSSAS .....iiiieeeiiieeiiiiiiii e e e e e e et s s e e e e e e e et eeeeeeeeenanes 51
Preparo das amMOSIIAS. ........uuuuiiii e e e s e e e e e et eeeaaeeaaana 51
AQUISICA0 NANO0 LC-ESI-MS/MS ... 53
Quantificacao livre de MarCadores ...........ocovviviiiiiiiiiie e 53
Analise de BioiNfOrMALICA ...........uuuuumuiiiiiiiiiiii e 54
ANALISE ESTALISTICA ... .uuuuuiiiiiiiiiiiii e 54
RESULTADOS ...ttt ettt e e ettt a e e e e e e s st anaaaaeeaans 57
DISCUSSAOD ..ottt s et enene e 131
CONCLUSAO ...ttt ettt ettt 143
REFERENCIAS .....oooviiiiece ettt ettt sttt sae e ane e 147

ANEXOS e 159







1 INTRODUCAO







Introducéo 25

1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune caracterizada por uma
inflamacéao cronica, apresentando como caracteristica, uma deformacao e progressiva

destruicao das articulagcdes® 2.

Aincidéncia da AR na populacdo mundial, apresenta-se em torno de 0.5 —1.0%
dos adultos® 4, e a prevaléncia, por sua vez, é maior em mulheres acima dos 40
anos, entretanto mais comumente em idosas, numa relacdo de 2 a 3 vezes maior nas
mulheres do que nos homens®. Tal frequéncia poderia estar relacionado a possivel

influéncia hormonal no processo inflamatdrio causador da AR 7).

Recentemente Almutairi e colaboradores (2020)®), investigaram por meio de
uma metanalise, a prevaléncia global da artrite reumatoide e baseado na prevaléncia
combinada por continentes entre paises, verificaram que essa prevaléncia foi mais
elevada na América do Norte, correspondendo a 0.70%, seguido da Europa com
0.54% e Africa com 0.52%. A menor prevaléncia foi encontrada na Asia e América do
Sul, ambos com 0.30%. Adicionalmente, ao considerarem o nivel de prevaléncia no
pais, Cuba foi o pais que apresentou maior porcentagem, com 2.67%, seguido da
Finlandia com 1.90% e Lesoto com 1.80%. Em contrapartida, a menor prevaléncia foi
reportada na Nigéria, com 0%, seguido de Taiwan 0.05 — 0.12% e Tailandia com

0.12%. No Brasil, a prevaléncia fica em torno de 0,2% a 1% 19,

Estudos demonstram que na AR, 60% dos fatores de risco estao relacionados
a genética, ou seja, susceptibilidade genética (HLA-DRB1) e modificacdes
epigenéticas, e 40% a fatores ndo genéticos como, tabaco, microbiota, género

(feminino), dieta (ocidental) e fatores étnicos*?,

A etiologia da AR ainda é desconhecida, mas sabe-se que ha o envolvimento
de multiplos mecanismos e excessiva reabsor¢ao 0ssea subcondral por osteoclastos.
Gatilhos ambientais desconhecidos parecem ativar a imunidade inata, induzindo a
respostas imunes adaptativas que podem ser identificadas pela producdo de
autoanticorpos (como por exemplo, o fator reumatoide) ou anticorpos anti-pepitideos
citrulinados (anti-CCP). Com o decorrer dos anos, tem-se uma resposta inflamatoria

especifica das articulagdes, levando ao inicio clinico®?14).
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Patologicamente, ocorre a hiper proliferacdo da membrana sinovial e acimulo
de células T ativadas e macréfagos, levando a degradacao da cartilagem e erosao
6ssea nas articulagdes™®®. Segundo consta na literatura, as caracteristicas patoldgicas
da AR incluem inflamacao, inchago sinovial, formacdo de pannus, rigidez das
articulacdes e destruicdo da cartilagem articular. O foco, entretanto, da maioria dos
pesquisadores, esta na destruicdo da cartilagem e inflamacdo da membrana
sinovial®® (Figura 1).

> Célula Dendritica

A ‘ B
< Fibroblasto
Osso
. Linfécito B
Pannus
‘ Linfécito T
Cartilagem £
Macréfago
Fluido Sinovial ® .
’ Mastécito
Hiperplasia do revestimento sinovial D R
Cépsula Articular Rerp A Neutréfilo

Osteoclasto

<. Sinovibcito

Figura 1. Imagem ilustrativa demonstrando uma articulacéo saudavel (A) e outra com artrite reumatoide
(B). Verifica-se a formacdo de pannus articular, presen¢a de células do sistema imune no ambiente
inflamado, hiperplasia do revestimento sinovial e erosdo 6ssea pelos osteoclastos, tipico na artrite
reumatoide.

Por outro lado, sabe-se que os lipidios bioativos derivados dos acidos graxos
poli-insaturados, como o 4cido araquidbnico (AA) desempenham um papel essencial
na regulacdo da inflamacdo. O AA é liberado pelos fosfolipideos presentes na
membrana celular pela acdo da enzima fosfolipase A2 (cPLA2), ativando a via das
ciclooxigenases (COX) e a via das lipoxigenases (LOX), esta ultima, responsavel pela
producéo de leucotrienos (LTs). As COXs, produzem prostaglandinas (PGs), incluindo
PG2, prostaciclinas e tromboxano A2, que podem estimular a reabsorcédo 6ssea in

vitro e regular a formagéo 6ssea in vivo e in vitro 7 (18),
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Os LTs, por sua vez, sdo mediadores lipidicos derivados do metabolismo
oxidativo do AA produzidos pela via 5-lipoxigenase, apresentando um papel
importante na resposta inflamatoéria tecidual e na defesa do hospedeiro contra varios
patégenos®. Dentre os tipos de LTs, LTB4, LTCs, LTDse LTE4, 0 B4 € um potente
quimioatrativo de neutrdfilos, pois promove a adeséo dessas células para o endotélio

vascular, promovendo o desenvolvimento da artrite*8: 20),

A acgdo de LTB4 foi amplamente estudada em vérias condi¢6es inflamatorias e
constitui um dos principais alvos de muitas doencas inflamatorias incluindo a perda
6ssea na artrite®). Segundo Bonewald et al (1997)??, o efeito do LTB4 estimula a
reabsorgcéo 0ssea tanto in vitro quanto em in vivo, e ao injetarem o LTB4 na calvaria
de camundongos, perceberam um aumento da reabsorcdo Ossea, no numero de

osteoclastos e superficie erodida.

Deste modo, a articulagcdo de pacientes com AR é caracterizada por uma
infiltracdo de células imune na regido sinovial e uma rede diversa de sinais
guimiotaticos possui a capacidade de recrutamento de leucocitos para o local
inflamado, como quimiocinas, peptideos bacterianos, fragmentos proteoliticos de
complemento, lipidios e o LTBa4, por exemplo, é considerado um mediador
guimioatraente altamente potente, um elemento chave nas reacdes inflamatérias
imediatas, pois € produzido e liberado rapidamente pelos neutrofilos, macrofagos e
mastaécitos. Adicionalmente, a literatura aponta uma correlacéo entre niveis elevados

de LTB4 e a gravidade da doenca, nas articulacées de pacientes com AR®3 24),
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo e Articulagdo

O osso é um tecido conjuntivo rigido, inflexivel, que apresenta uma matriz
extracelular (MEC) mineralizada, recoberta por sais de calcio e fosfato. Além disso, o
0sso é altamente vascularizado e metabolicamente ativo, tendo como principais
funcbes, o0 suporte e protecdo do corpo e seus 6rgdos, além de ser um reservatorio

para fons calcio e fosfato®®,

O tecido 0sseo é constituido de 35% de componentes organicos e 65% de
inorganicos. A porcao organica contéem fibras colagenas tipo | (predominante na matriz
o0ssea em 90%); proteoglicanos, ricos em sulfato de condroitina, queratan sulfato e
acido hialurénico; e proteinas ndo colagenosas, como osteocalcina, osteopontina e

osteonectina, produzidas por osteoblastos(? 26),

A porcdo inorganica, por sua vez, € composta predominantemente por
depositos de fosfato de calcio com caracteristicas cristalinas da hidroxiapatita, sendo
os cristais distribuidos ao longo das fibras colagenas, por meio de um processo
associativo com a participacdo de proteinas nédo colagenosas®® 29, Adicionalmente,
outras proteinas também sdo encontradas, em menores por¢cdes como,

glicoproteinas, proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) e fatores de crescimento@”-

O osso apresenta-se de duas formas: 0sso compacto, uma massa solida e 0sso
esponjoso, que consiste em espiculas 6sseas ou trabéculas que delimitam espacos
ocupados pela medula 6ssea®)- Adicionalmente, os 0ssos sdo interconectados por
articulacdes ou junturas que possibilitam o movimento. As diartroses ou articulacdes
sinoviais, por exemplo, permitem o movimento livre, e apresenta uma capsula que une
as extremidades dos 0sso0s, sendo revestida por uma membrana sinovial que envolve
a cavidade articular ou sinovial, que contém um liquido que reduz o atrito entre a
cartilagem hialina que recobre as superficies articulares opostas. O liquido é uma
combinacdo do produto das células sinoviais e do ultrafiltrado dos capilares, sendo

esse liquido rico em acido hialurénico, glicoproteinas e leucécitos@),
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Essa capsula articular, apresenta uma camada mais externa de tecido
conjuntivo denso com vasos sanguineos e nervos, e uma camada interna denominada
membrana sinovial. A superficie interna da membrana sinovial é revestida por 1 — 2

camadas de células sinoviais que recobrem todo o tecido conjuntivo®®,

2.2 Eicosanoides

Os eicosanoides sdo um grupo de compostos bioativos e oxigenados,
constituidos de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, apresentando de 18
— 22 carbonos. O maior precursor desses compostos € o AA, um acido graxo que

apresenta 20 carbonos em sua estrutura, e esta presente em varios tipos celulares®®).

A cascata do AA ocorre por meio de duas vias principais: a via da COX dando
origem aos prostanoides que incluem as prostaglandinas e tromboxanos; e a via da
LOX, que por meio de sua acdo serdo produzidos os leucotrienos e lipoxinas@®
(Figura 2).

FOSFOLIPIDEOS DE
MEMBRANA

FOSFOLIPASE A2 f

v

ACIDO
ARAQUIDONICO (AA)

CICLOOXIGENASE LIPOXIGENASE
Prostaglandinas Tromboxanos Leucotrieno A, Lipoxinas
Glutationa
LTC,, LTD,, LTE, LT B,

Figura 2. Esquema demonstrativo e resumido da cascata do acido araquiddnico (AA).




Revisdo de Literatura 33

2.3 Leucotrienos e sua biossintese

Os leucotrienos sao mediadores lipidicos derivados do metabolismo do AA,
sintetizados na membrana nuclear em células inflamatérias, como macrofagos,
neutréfilos, eosindfilos e mastocitos, em resposta a estimulos imunes e

inflamat6rios@9),

A 5-LO é uma das principais enzimas sintetizadoras dos LTs. Com o auxilio da
proteina FLAP, ativadora de 5-LO, catalisa a reacdo que converte o AA em acido
hidroperoxieicotetraendico (HPETE)®® 30, Uma reac¢io de desidratacdo subsequente
catalisada pela mesma enzima, 5-LO, resulta na formacao de leucotrieno As (LTA4), 0

precursor quimicamente reativo de leucotrienos biologicamente ativos®).

Em seu estado normal, 5-LO é uma enzima citosélica, entretanto apos a sua
ativacao, se liga ao envelope nuclear para produzir leucotrienos. Varios fatores estédo
envolvidos na estimulacéo, ativacéo e transferéncia da 5-LO para o envelope nuclear,
como Ca?*, adenosina trifosfato (ATP), fosfatidilcolina e ROS em baixa

concentracao(31).

A biossintese do leucotrieno dependera da disponibilidade de AA como
substrato para a 5-LO, que nesse momento, requer a acao da cPLA2a para liberar o
AA dos fosfolipidios de membrana. Os leucotrienos, ndo sdo armazenados nas

células, mas sdo rapidamente sintetizados e liberados ap6s a ativacéo celular®®.

Uma vez sintetizado o leucotrieno intermediario instavel As (LTA4), sao
derivados dois potentes produtos com atividades biologicas, pois 0 As podera ser
hidrolisado em B4 (LTB4), conhecido como um fator quimiotatico e ativador de
neutrofilos, ou se conjugado com glutationa, produzira cisteinil leucotrienos (CysLTSs),
como por exemplo, C4 (LTCa), D4 (LTDa) € E4 (LTE4)@8-30),

Tanto o LTB4 quanto CysLTs apresentam suas acdes mediadas pela via de
receptores do tipo transmembrana acoplados a proteina G, denominado GPCRs (G
protein-coupled receptors), podendo ser essa sinalizacdo do tipo autécrina ou
paracrina. O LTB4ira agir nos receptores BLT1 que sinaliza por meio das proteinas
Gai e Gag, inibindo a adenilato ciclase e aumentando o influxo de célcio,
respectivamente; e BLT2, que traduz sinais intracelulares similares, entretanto, com

menor afinidade de ligacéo, em relacdo ao BLT1. Os cisteinil leucotrienos, por outro
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lado, apresentam dois tipos de receptores CysLT1 e CysLT2, e a sinalizagéo induzida

por ambos os receptores € mediada pelo influxo de calcio, devido estes estarem
acoplados a proteinas do subtipo Gaq(?® 3032,

Adicionalmente, esses receptores sao expressos em diversas células alvo,
como leucdcitos, células musculares lisas, endoteliais e osteoblasticas®?. O LTBa4, um
potente mediador quimiotatico do AA e responsavel pelo recrutamento de leucdcitos
e amplificacdo da resposta inflamatoria, encontra-se altamente presente no fluido
sinovial e no soro de paciente com doencas osteoinflamatérias, como artrite

reumatoide(®3.34),

Segundo a literatura, a enzima 5-LO (codificada pelo gene Alox5) é um
regulador negativo da densidade déssea, sugerindo, portanto, um indutor de doencas

osteodegenerativas, como osteoporose, artrite reumatoide e osteoartrite 34-36),

2.4 Processo inflamatorio

A inflamacéo é um processo bioldgico complexo e essencial pois permite que
0 N0OSSO Corpo nos proteja de possiveis danos causados por infec¢do ou lesdo. Para
gue essa resposta inflamatoéria seja eficaz, dependera do envolvimento de interacdes
celulares e moleculares entre o sistema imunoldgico, sistema vascular e o tecido, além
de sinais clinicos como calor, rubor, edema, prejuizo funcional e dor. Esse processo
tem como finalidade, a remocdo do estimulo indutor da resposta, iniciando a

recuperacao tecidual local®7: 38),

Quando o processo inflamatério ndo € controlado de forma adequada,
eventualmente pode-se resultar em doencas inflamatorias imunomediadas, (como por
exemplo, artrite reumatoide, asma, doenca inflamatéria intestinal, entre outros),

rejeicdo a transplantes e cicatrizacgéo de feridas prejudicada®®.

O sistema imune na tentativa de lidar com as infeccfes e lesbes teciduais,
estimula uma inflamacdo aguda, consequentemente, acarretando no acumulo de
leucdcitos, proteinas plasmaticas e fluido derivado do sangue em tecido extravascular,

local de infeccao e lesdo. Os leucécitos e as proteinas plasméticas, por sua vez, sdo
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recrutados para os locais de infecgéo e leséo, onde atuam de maneira a combater os

microrganismos e iniciar a reparacdo do tecido danificado®?.

O neutrdfilo, por exemplo, é o leucdcito mais abundante recrutado do sangue
para os locais de inflamacdo aguda, entretanto os mondcitos sanguineos (futuros
macrofagos no tecido) sdo fundamentais, uma vez que poderédo tornar-se a populacéo
dominante em algumas reacdes. Outras proteinas plasmaticas também estao
presentes na regido inflamatéria, como proteinas do complemento, anticorpos e

reagentes de fase aguda®?.

A distribuicdo destes componentes para os locais inflamados é dependente de
alteracoes reversiveis nos vasos sanguineos dos tecidos infectados ou danificados.
Essas alteracfes abrangem mudancas no fluxo sanguineo para o tecido atribuidos a
dilatacdo arteriolar, adesividade aumentada dos leucdcitos circulantes para o
revestimento endotelial das vénulas e permeabilidade aumentada dos capilares e
vénulas as proteinas plasmaticas e fluidos. Essas alteracbes, por sua vez, séo
induzidas por citocinas e pequenas moléculas mediadoras, inicialmente derivadas das
células residentes nestes tecidos, tais como 0s mastoécitos, macréfagos e células
endoteliais, em resposta a estimulacao por PAMP (padrbes moleculares associadas

a patdégenos) e DAMP (padrdes moleculares associados a dano)©?,

No contexto inflamatorio agudo, ha predominancia de elementos da resposta
imune inata, sendo os neutrdfilos e macréfagos, as principais células envolvidas. Por
outro lado, na inflamacdo crénica, o processo inflamatério se mantém e sofre
alteracdes qualitativas, caracterizadas por mudanca progressiva nos elementos
celulares e soluveis que infiltram o tecido. A permanéncia desse agente causador,
cronifica o processo, levando concomitantemente a destruicdo e reparo tecidual. Além
disso, o tecido apresenta caracteristicas de um infiltrado constituido de células
mononucleares (mondcitos, macréfagos e linfocitos), sinais de angiogénese e

fibrose®7.39),

Adicionalmente, evidéncias apontam que as células mieloides contribuem de
maneira essencial na inflamacéo, assim como para a resposta imunoldgica. Segundo
Alivernini e colaboradores (2018)“%): as células mieloides s&o reguladores chave que
impulsionam a resposta imune inata para dar suporte a inflamagdo imunolégica

cronica e de dificil reversédo na AR.
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2.5 Aspectos etioldgicos da artrite reumatoide

Estudos demonstram que a AR é influenciada por fatores genéticos, ocorrendo
maior susceptibilidade de desenvolvimento da doenca em gémeos (mono e
dizigdticos) de irmdos acometidos pela doenca®). Essa predisposicdo esta
relacionada a transferéncia na populacdo de alelos de susceptibilidade que
apresentam maior relacdo com a enfermidade, como os genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), conhecidos como Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC)“2 43),

Os alelos com HLA-DR1 (Antigeno leucocitario humano DR1) ou DR4 do MHC,
por exemplo, estéo presentes em 80% dos pacientes caucasianos com AR, entretanto

outros alelos também estéo envolvidos com a susceptibilidade da doenga®3 44,

Os genes do complexo MHC codificam moléculas de superficie celular que séo
responsaveis pela apresentacéo de antigenos as células T, levando a ativacdo celular.
Os alelos HLA (DRI, por exemplo) expressam epitopos na fenda da molécula que
serve de pontos de ligacdo para os autoantigenos da AR, 0 que estaria diretamente
relacionado com o desenvolvimento da doenca, isso justificaria 0 porqué da expresséo
de alguns alelos do MHC predispor ao desencadeamento da doenga“*® 45), Entretanto,
ha evidéncias de varios genes de susceptibilidade em pacientes com AR néo
relacionados ao MHC, como variantes dos genes PTPN22 alelo 1858T e PAD14 e
indicados como preditores para o desenvolvimento da AR, sendo esses ainda,

relacionados a resposta imunolégica®3 47,

Devemos considerar ainda, a relacao de fatores exdgenos (ambientais) com a
patogénese da enfermidade, como por exemplo, alteracdes nos hormdnios sexuais,
gravidez, periodontite, obesidade, tabagismo, agentes infecciosos (bactérias e virus),

etilismo, entre outros®> 48-50),

A real origem da doenca ainda permanece obscura pois, ndo se sabe com
clareza a relacdo entre os fatores genéticos e ambientais, sobretudo levando em

consideracdo a heterogeneidade da doenca®d,
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2.6 Fisiopatologia da artrite reumatoide

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria crénica que apresenta
manifestacdes classicas, inicialmente com um processo proliferativo da membrana
sinovial, inflamacéo, e consequentemente uma erosdo da cartilagem articular e

destruicdo do osso subjacente® 51,

O evento inicial ocorre devido a apresentacdo de um antigeno peptidico, as
células T CD4*, que liberam interleucina 15 com o intuito de ativar macrofagos
sinoviais presentes na membrana sinovial. Consequentemente, os macrofagos
sinoviais secretam citocinas pro inflamatérias como, fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), interleucina -1 (IL-1) e interleucina -6 (IL-6), para induzir a proliferacéo das células
sinoviais que irdo liberar colagenase, metaloproteinases de matriz extracelular,
prostaglandinas e oxido nitrico dirigidas para destruicdo da cartilagem articular e o

tecido 6sseo subjacente).

Citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6, apresentam papel fundamental no
direcionamento da inflamacéo na artrite reumatoide. O TNF- a e a IL-1, por exemplo,
estdo presentes no liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide e ambos,
estimulam as células sinoviais fibroblastos-like, além de osteoclastos e condrocitos

para liberarem metaloproteinases de matriz que destroem a cartilagem do 0sso®®,

A literatura descreve ainda, a presenca de uma variedade de autoanticorpos
presentes tanto no soro quanto no liquido sinovial de pacientes com AR e sua
especificidade esté direcionada contra proteinas citrulinadas. Sugere-se, portanto, a
presenca de proteinas citrulinadas na regido da membrana sinovial, uma vez que 0s

anticorpos antiproteinas citrulinadas sdo produzidos nesse local®?,

A citrulina ndo é um aminoacido padréo, deste modo, sua presenca é devido a
uma modificacdo poés-traducional de proteinas contendo arginina catalisada pela
enzima peptidilarginina deiminase (PADI). Sabe-se que macréfagos e granulocitos
expressam PADI2, que em condicfes fisiolégicas, encontra-se inativada devido a
baixa concentracdo de calcio intracelular. Durante a morte celular destas, devido a
falhas nos processos homeostaticos, ions calcio entram nas células, ativando a
enzima PADI. Consequentemente, proteinas intracelulares como vimentina e histona,

gue sdo proteinas citrulinadas, podem migrar para o meio extracelular, ou até mesmo,
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a propria enzima PADI pode extravasar e citrulinar proteinas extracelulares, como por
exemplo, a fibrina. Deste modo, essas proteinas citrulinadas expostas ao sistema
imunoldgico sob condi¢des adjuvantes, no contexto de uma regiao sinovial inflamada,

podem acarretar numa resposta imunoldgica especifica®?).

A compreensao da fisiopatologia da AR é complexa pois, ha o envolvimento de
inUmeras células cujas fungdes sofreram alteracdes por genes associados a AR e/ou

gatilhos ambientais, convertidos em células e complexos autoimunes®2),

Dentre as citocinas mediadoras da inflamacdo desencadeadas a partir de
atividades linfociticas, fator de necrose tumoral (TNF-a) e as interleucinas IL-1 e IL-6,
resultam em niveis crescentes de estresse oxidativo, parametros lipidicos também

podem ser alterados e resistentes a potencial modificac&o®3.

Deste modo, proteinas presentes na circulacdo reumatoide encontram-se
exacerbadas, sendo a artrite reumatoide, caracterizada pela predominancia de
proteinas de resposta de fase aguda, como por exemplo fibrinogénio, proteinas

amiléides e globulinas sobre a albumina®3,

Alguns autores descrevem ainda que a AR é caracterizada por envelhecimento
acelerado do sistema imunolégico, incluindo insuficiéncia da atividade da telomerase,
deficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA, regeneracao prejudicada de células
T, diversidade contraida do repertdrio de células T e aumento da frequéncia de células
T CD28 (54-56),

Adicionalmente, LTs e PGs séo considerados mediadores inflamatérios com
potente atividade bioldgica na patogénese de inimeras doencas e a liberacdo desses
mediadores modula e influencia a magnitude da resposta inflamatéria. Além disso,
mediadores lipidicos tendem estar aumentados em doencas 6sseas receptivas, como
osteoporose, artrite reumatoide, osteoartrite e periodontite®%: 57: 58) e niveis elevados

de LTB4correlacionam com a severidade da doenca®?.




3 JUSTIFICATIVA E
PROPOSICAO
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3 JUSTIFICATIVA E PROPOSICAO

A producéo de LTs é estimulada em varias doencas inflamatorias que envolvem
a reabsorcdo 6ssea como a AR, a osteoartrite e a periodontite. Segundo estudos,
esses mediadores atuam na supressao da formacao 6ssea por modularem a fungéo

de osteoblastos e osteoclastos, além de modular células endoteliais4-39),

Por outro lado, a AR é uma doenca que pode acometer qualquer pessoa, porém
a incidéncia principal € em mulheres e idosos®®. Com o aumento na expectativa de

vida, o numero de idosos ndo s6 no Brasil, mas como em todo o mundo é crescente.

Diante desse envelhecimento populacional, o aumento de doencas
osteoatrticulares € frequente, causando dor e restricbes no movimento, impactando
negativamente na qualidade de vida dessas pessoas®?. Além disso, fatores
influenciadores agravantes da doenca inflamatéria aumentaram consideravelmente e
embora os LTs estejam envolvidos no processo inflamatério na artrite, pouco se sabe
sobre a contribuicdo individual, nos parametros funcionais e moleculares, dessas

células em regular a reabsorcdo 0ssea nessa condicao.

Deste modo, entender os mecanismos pelos quais os LTs agem durante a
condicdo de artrite sera fundamental para trazer novas perspectivas de alvos
terapéuticos para a essa doenca. Sendo assim, o0 objetivo desse estudo foi avaliar o

papel dos leucotrienos na artrite reumatoide induzida. Para isso foram avaliados:

e 0 desenvolvimento e progressdo da artrite induzida em camundongos
deficientes de leucotrienos (5-LO KO) e controle (WT-129/Sv);

e a identificacdo das proteinas totais envolvidas na condicao de artrite, nos

camundongos com deficiéncia de leucotrienos e controles;
e comparacao histopatologica entre os camundongos 129/Sv e 5-LO KO;

e imunoexpressao de citocinas envolvidas na artrite reumatoide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos fémeas 129/Sv, wild type (WT) e Alox5™Fun (5-LO KO), ambos
com 8 semanas de idade, provenientes do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
EUA) e mantidos na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
FCFRP, Universidade de Sdo Paulo foram transferidas para o biotério da Faculdade
de Odontologia de Bauru - FOB/USP, onde permaneceram por um periodo de 7 dias
para adaptagcdo ambiental. Em seguida, iniciou-se o protocolo de indugéo de artrite,
conforme descrito a seguir. Adicionalmente, todos os grupos foram mantidos sob as
mesmas condi¢des durante todo o periodo experimental, recebendo agua e racéo ad
libitum, temperatura de 23°C e periodo claro-escuro de 12 horas. Todos o0s
procedimentos foram aprovados e conduzidos de acordo com as diretrizes do
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOB/USP (CEUA Proc. N°
007/2017) (Figura 3).

| Protocolo CEUA n° 007/2017 |
. i 120/Sv

Controle

(Wt C)

(WT CAIA)

5-LOKO
Controle
(KO C)

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto - USP

3 animais/caixa

3 - | Biotério da FOB - USP
= (KOCAIA)

Faculdade de Odontologia de Bauru - USP

Figura 3. Os camundongos das linhagens 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO) provenientes do Laboratorio
The Jackson — USA, foram mantidos no Biotério FCFRP — USP. Apés aprovacéo da CEUA, protocolo
n°® 007/2017, os camundongos foram transferidos para o Biotério da FOB — USP, onde permaneceram
por 7 dias, para adaptacdo do ambiente, sendo mantidos 3 camundongos por caixa do tipo
microisolador e separados em 4 grupos, 129/Sv (WT C) e 5- LO KO (KO C) controles e 129/Sv (WT
CAIA) e 5- LO KO (KO CAIA) (artrite induzida).
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4.2 Inducdao e avaliagao da artrite reumatoide

O modelo de artrite reumatoide em camundongos, tradicionalmente utilizado,
CIA (artrite induzida por colageno) requer ao menos de 6 a 8 semanas para alcancar
o estudo tipico. Visando uma reduc¢éo nesse periodo, o proprio fabricante desenvolveu
um modelo de artrite mais rapida por meio do uso de um coquetel contendo a mistura
de 5 anticorpos monoclonais, A2-10 (IgG2a); F10-21 (IgG2a); D8-6 (IgG2a); D1-2G
(lgG2b) e D2-112 (IgG2b), contra o colageno tipo Il, possibilitando o desenvolvimento
da doenca em poucos dias. Adicionalmente, a aplicacdo de LPS (lipopolissacarideos
— Escherichia coli (E. coli) possibilita uma artrite consistente e severa, uma vez que se
combina dose sub-artritogénica de coquetel de anticorpos monoclonais e LPS. Deste
modo, o modelo baseia-se na hipétese de que toxinas bacterianas, como o LPS,
absorvidas através do trato gastrointestinal, desempenha um papel sinérgico e
patolégico com niveis sub-artritogénicos de anticorpos de colageno tipo I,

desencadeando a AR®D,

Camundongos fémeas da linhagem 129/Sv e 5-LO KO foram imunizadas
intradermicamente via veia caudal no dia considerado zero (dia 0) com 150uL de
solucéo tampéao fosfato (PBS) para o grupo controle (C) e 150uL do coquetel indutor
da artrite (1,5mg), (Chondrex Inc., Redmond, WA, USA) para o0 grupo com artrite
induzida por anticorpos de colageno (CAIA). No terceiro dia apés a imunizacao, dia 3,
0s animais de ambos 0s grupos, receberam via intraperitoneal, 20uL de PBS e 20uL
de LPS, respectivamente. Esse procedimento se repetiu no dia 11, com injecéo
intraperitoneal de 60uL de PBS e 60pL de LPS, respectivamente®. Diariamente o
edema das patas (coxim plantar) era mensurado com o auxilio de um paquimetro e
no dia 14, os animais foram eutanasiados, as amostras foram coletadas (patas
anteriores e posteriores) (Figura 4), congeladas para o ensaio molecular (proteoma)
e parte permaneceram em solucéo de formalina (HT501128 — Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, USA) para os demais ensaios de coloracdo e imunomarcacgoes.
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Figura 4. Esquema demonstrativo da inducdo ou ndo da artrite nos camundongos 129/Sv (WT) e 5-LO
KO (KO). Inicialmente foi realizado a aplicacéo do coquetel indutor da artrite — Chondrex, via veia caudal
(grupo CAIA) ou PBS (grupo controle), no dia 0. No dia 3, os mesmos receberam um reforgo
intraperitoneal de LPS ou PBS, repetindo-se no dia 11, conforme instru¢cdes do fabricante. Diariamente,
as patas anteriores e posteriores foram mensuradas com paquimetro. E no dia 14, os animais foram
eutanasiados e as amostras coletadas para 0s ensaios. Parte da amostra foi destinado ao proteoma e
outra parte, para os ensaios de coloracdo e imunomarcacao.

Para determinar o grau inflamatdrio e consequentemente a sinovite, a
classificacdo adotada foi o score histopatolégico da sinovite, de acordo com Krenn e

colaboradores®? (Tabela 1).

Tabela 1. Score histopatologico da sinovite segundo Krenn et al (2002)®?, com paradmetros de
graduacéo, 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 (intenso/forte). Os valores de todos os parametros
sdo contabilizados e adicionados, variando de 0 a 9. 0 — 1: sem sinovite, grau inflamatério (GI) = 0; 2 —
3: ligeira sinovite, Gl = 1; 4 — 6: sinovite moderada, Gl = 2 e 7 — 9: sinovite forte, IG = 3.

Hiperplasia / aumento da camada de " . £ Ativacao do estroma sinovial / formacao
% g R Infiltrado inflamatério
células no revestimento sinovial de pannus

0 Ausente Ausente Ausente

Leve infiltrado inflamatério (células aisladas

Ligeiro aumento (duas a trés camadas de difusamente localizadas e pequenos Hoela stivagio; do estxomesinovtal. ek

1 5 " : % 5 e . celularidade com leve edema, leve fibrose
células), células gigantes sdo muito raras agregados de linfocitos e / ou células ; Z %
plasméticas perivasculares) com alguns fibroblasto, sem células gigantes)
Infiltrado inflamatdria moderado i ey
: s ; Ativagcao moderada do estroma sinovial
Aumento moderado (quatro a cinco (agregados de linfécitos perivasculares e / ou (celularidade moderada com densidade
2 camadas de células), algumas células superficiais, podem ser observados foliculos B dorda doa breblasios. callilas endatonars
gigantes ou linfécitos linfaticos de pequeno tamanho sem centro 7 ; 4 X
germinativo) células gigantes podem ser detectados)
Aumento forte (mais de seis camadas de Infiltrado inflamatério intenso (foliculos z;ztuz:é:::ngd%;f;LZTgsz::égléZ'ta
3 células), células gigantes, linfocitos sdo linfaticos com centro germinativo e / ou : , yod ,
7 < A s fibroblastos e células endoteliais, as células
frequentes confluente infiltrado linfocitario subsinovial)

gigantes sao abundantes)
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4.3 Processamento das amostras e preparo das laminas — HE, TM, IHQ e IF

Para os ensaios de coloragdo e imunomarcagao, foram utilizados 3
camundongos por grupo (n=3). As amostras foram fixadas em solu¢ao de formalina
tamponada (HT501128 — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 48 horas, seguido
de lavagens em H>O deionizada e submetidas ao processo de descalcificagdo em
solucao a 4,13% de EDTA (108418 — Merck KGaA, Darmstadt, Germany e 0,44% de
NaOH (S5881 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), a 2°C - 8°C por

aproximadamente vinte e um dias, com trocas semanais da solugéo descalcificadora.

ApOs o periodo determinado, as amostras foram lavadas em H>O deionizada e
submetidas a inclusdo em parafina Histosec® (parafina + resina) (111609 — Merck
KGaA, Darmstadt, Germany). Os cortes foram feitos em micrétomo Leica, com
espessura 4 a 5um em laminas silanizadas para a técnica de Imuno-histoquimica e
Imunofluorescéncia, e para coloracbes de Hematoxilina/Eosina e Tricrobmico de

Masson, respectivamente.

4.4 Imuno-histoquimica

As laminas foram acondicionadas em estufa a 60°C, overnight para remocéao
do excesso de parafina. No dia seguinte, as mesmas foram imersas em xilol
(X1001.01.BJ — LabSynth, Diadema — SP, Brasil) por 5 minutos, seguido de dois
banhos em alcool absoluto (1.00983 — Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 5

minutos, alcool 70% e agua destilada, por 5 e 3 minutos respectivamente.

Posteriormente, realizou-se a recuperacdo antigénica por 15 minutos no
Steamer a 96°C em solucdo de citrato de sédio, pH 6 (106448 — Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Apoés resfriadas, as laminas foram lavadas 1x com solucédo TBS
(Cloreto de sodio — 106404 — Merck KGaA, Darmstadt, Germany; e Tris — 1610719 —

Bio-Rad Laboratories em H2O destilada) por 3 minutos.

O corte foi delimitado e iniciou-se o bloqueio de peroxidase endégena (DHP-
125 — Spring, Pleasanton, CA, US) por 10 minutos em camara umida, protegido da

luz. Em seguida, as laminas foram lavadas em solu¢cdo TBS por 3 minutos, e entdo




Material e Métodos 49

iniciou-se o bloqueio da proteina sérica (X0909 — Dako North America, Carpinteria,

CA, US) por 15 minutos, em camara Umida protegido da luz.

A solucdo bloqueadora foi descartada e os cortes foram incubados com
anticorpo primério anti-IL-1B (1:750; ab9722 — Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) e
anti-IL-6 (1: 250; ab208113 — Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), em diluente para
anticorpo (ADS-125 — Spring, Pleasanton, CA, USA) por 1 hora em camara Umida em
TA. Apos o periodo de incubacéo, o anticorpo foi removido e os cortes foram lavados

com solugéo TBS por 3 minutos.

Posteriormente, os cortes foram incubados com o anticorpo secundéario Goat
anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (1:1000; ab205718 — Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)
em BSA 1% (Albumina Bovina — ref. 1870, Inlab, Diadema — SP, Brasil) por 1 hora em
camara umida a TA. Em seguida, a visualizacdo deu-se por meio do cromogeno DAB
(K4065 e K3468 — Dako North America, Carpinteria, CA, USA, respectivamente) por
1 minuto. Os cortes foram lavados em agua destilada por 3 minutos e contra corados
com hematoxilina de Mayer (S3309 — Dako North America, Carpinteria, CA, USA) por

5 minutos.

Ao final, as laminas foram imersas em alcool 70% por 3 minutos, seguido de
dois banhos em alcool absoluto por 3 minutos, 3 banhos de xilol por 3 minutos e

montadas com resina Entellan (107961 — Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

4.4.1 Andlise da Imuno-histoquimica

Os cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica (IL-18 e IL-6) foram
digitalizados em imagens de alta resolucdo usando o Scanner de slides Aperio
Scanscope CS (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA) em 20X. Adicionalmente,
as imagens digitais foram analisadas usando o Aperio Positive Pixel Count (V9, Aperio
ImageScope) em regides anotadas manualmente, correspondente a diartrose das

patas anteriores de todos 0s grupos analisados.

Trés regies em areas representativas medindo 102.000um? de cada sec¢éo
dos tecidos associados a diartrose (capsula articular e cartilagem articular) foram
aplicadas em forma de retangulo. Dentro das regifes anotadas, os resultados dos

pixels foram classificados automaticamente pelo software, considerando a intensidade
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como, fraca (f), moderada (m) ou forte (ff). Finalmente, um score foi estabelecido
calculando a média das trés categorias, para cada grupo estudado®® (Fonseca et al,
2016).

4.5 Imunofluorescéncia

As laminas foram acondicionadas em estufa a 60°C, overnight para remocao
do excesso de parafina. No dia seguinte, as mesmas foram imersas em xilol
(X1001.01.BJ — LabSynth, Diadema — SP, Brasil) por 5 minutos, seguido de dois
banhos em alcool absoluto (1.00983 — Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 5

minutos, alcool 70% e agua destilada, por 5 e 3 minutos respectivamente.

Posteriormente, realizou-se a recuperagdo antigénica por 5 minutos no
Steamer a 96°C em solucdo de citrato de sédio, pH 6 (106448 — Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Apos resfriadas, as laminas foram lavadas 1x agua destilada

por 5 minutos.

Os cortes foram delimitados e permeabilizados por meio de solucédo a 0,3%
Triton X-100 (X100 — Sigma Aldrich Co LLC, St. Louis, MO, USA) em PBS, por 10

minutos, seguido de 3 lavagens com PBS.

Posteriormente, iniciou-se o bloqueio com BSA a 3% por 10 minutos, 0 mesmo

foi descartado e lavado 1x com PBS.

Os cortes foram cuidadosamente secados e adicionado o anticorpo primario
anti-CD34 (ab8158 — Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) ou anti-CD31 (AF3628 - R&D
Systems Biotechne, Minneapolis, MN, USA) ambos na concentracdo de 1:150,
preparados em BSA 1%, permanecendo por 3h a 4°C, em camara umida e protegido
da luz. Ap6és o periodo de incubacdo, os cortes foram lavados 2x com PBS e
conjugados com o anticorpo secundario, goat anti-Rat 1IgG H&L — Alexa Fluor 546
(A11081 - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e goat anti-Rat IgG H&L — Alexa Fluor 488
(ab150157 — Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), respectivamente, na concentracao

de 1:300 por 90 minutos, a 4°C, protegido da luz.
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Apo6s duas lavagens com PBS, a visualizag&o dos nucleos foi determinada pelo
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole,dihydrochloride) (D1306 — Life Technologies
Corporation, Eugene, OR, US) na concentragéo de 1:300 por 5 minutos em TA.

Os cortes foram lavados cuidadosamente com PBS e selados com meio de
montagem Fluoromount-G (00-4958-02 — Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, US) e acondicionados a -20°C, protegidos da luz para posterior microscopia

confocal de fluorescéncia.

45.1 Andlise da Imunofluorescéncia

A partir dos cortes histologicos corados pela técnica da imunofluorescéncia
foram obtidas quatro imagens de alta resolucdo para cada um dos espécimes
correspondentes a cada grupo de estudo empregando Microscopia confocal (Leica
TCS SPE Confocal Laser Scanning Microscope, Mannheim, BW, Germany) a 40x. As
imagens digitais adquiridas foram analisadas através do programa ImageJ — Fiji
(National Institutes of Health, NIH, USA). Obteve-se assim um valor de intensidade de
fluorescéncia correspondente a cada uma das fatias (slides) que constituem uma
imagem de microscopia confocal. Dentre todas as fatias (slides) geradas pela
microscopia confocal, foi considerado o valor correspondente ao maior pico de
intensidade de fluorescéncia. Em seguida, foi realizada uma meédia das quatro
imagens de cada amostra para determinar a intensidade de fluorescéncia

correspondente a cada grupo estudado.

4.6 Espectrometria de massas

4.6.1 Preparo das amostras

Para o ensaio protedbmica, a cada 2 animais (pool) foram processadas as patas
anteriores e posteriores, somando n=3, ou seja, triplicata bioldgica, totalizando 6

animais por grupo experimental.

Etapa 1 — Inicialmente, as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido,

inseridas em microtubos. Para a extracdo das proteinas, foi adicionado uma solugéo
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de extracdo contendo 7M de Uréia (17131901 — GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK), 2M de Thiourea (T7875 — Sigma Aldrich Co LLC, St. Louis, MO, USA), 40mM
DTT (Dithiothreitol — 161-0611 — Bio-Rad Laboratories, Inc, Canada) em 50 mM de
Ambic (Ammonium bicarbonate — A6141 - Sigma Aldrich Co LLC, St. Louis, MO, USA),
permanecendo por 10 minutos em vortex a 4°C, seguido de ultrassom por 5 minutos
e centrifugacdo a 20,817xg a 4° C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e

repetiu-se esse procedimento por mais 2x.

Etapa 2 — A partir do sobrenadante coletado, as proteinas totais foram
guantificadas pelo método de Bradford (500-0205 e BSA — 500-0206 — BioRad,
Hercules, CA, USA) e uma parte e meia de 50mM de Ambic foi adicionado nas
amostras, seguido de Rapigest SF 0,2% (186001861 — Waters Co, Milford, MA, USA),
vortex e incubagéo por 60 minutos a 37° C. As amostras foram reduzidas com a adigédo
de 5mM de DTT, permanecendo a 37°C por 40 minutos seguidas de spin por 2 minutos
e alquiladas com 10mM de IAA (iodoacetamida — RPN6302 - GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) por 30 minutos em TA, protegido da luz.

As amostras foram digeridas com tripsina a 2% (90057 — Thermo Scientific,
Rockford, IL, US) por 14h a 37°C, seguido de blogueio com TFA 5% (&cido
trifluoracético — 91707 — Sigma-Aldrich Chemio GmbH, Steinheim, Switzerland) a

37°C, por 90 minutos e centrifugacéo a 20,87 xg a 6° C, por 30 minutos.

Etapa 3 — Em seguida, as amostras foram purificadas e dessalinizadas
utilizando colunas C18 Spin - Peptide Cleanup C18 Spin (5188-2750 — Agilent
Technologies, West Cedar Creek, Texas, USA), conforme instru¢cdes do fabricante, e
apos o processo de purificacdo e dessalinizacdo, os peptideos foram dosados pelo
meétodo de Bradford. Foram retirados 50 pg/proteinas e adicionados em microtubos
para a realizacdo da analise quantitativa. As amostras foram secas em Speed Vac
(Eppendorf, Hamburgo, DE) e congeladas a -20°C até o processamento no

espectrometro de massas.

Etapa 4 — As amostras foram descongeladas e ressuspensas em acetonitrila
3% (100029 — Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e Acido Férmico 0,1% (33015 —
Sigma-Aldrich Co LLC, St. Louis, MO, USA) e adicionadas em Total Recovery Vial

(186000384c — Waters Technologies). Para a analise dos peptideos foi utilizado o
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espectrometro de massas Xevo G2 (Waters Technologies) acoplado ao sistema
nanoACQUITY (Waters, Manchester, Reino Unido).

4.6.2 Aquisicao nano LC-ESI-MS/MS

Os peptideos foram analisados por meio do espectrometro de massas Xevo G2
(Waters Technologies) acoplado ao sistema nanoACQUITY (Waters, Manchester,
Reino Unido), sendo as amostras realizadas em triplicata. O UPLC nanoACQUITY
(Waters Corporation) é equipado com uma coluna analitica de fase reversa
nanoACQUITY HSS T3 (75 uM X 150mm, tamanho de particula de 1,8pom, Waters).
A coluna foi equilibrada com a fase movel A (acido féormico 0,1% em agua). Os
peptideos foram separados com um gradiente linear de 7-85% da fase movel B (acido
formico 0,1% em acetonitrila) por 70 min., a um fluxo de 0.35 pyL/min. A temperatura
da coluna foi mantida em 55°C. O espectrometro de massas Xevo G2 Q-TOF foi
operado no modo ibnico positivo nanoeletrospray e os dados foram coletados usando
0 método MSE em energia elevada (19-45 V), que permite a aquisicdo dos dados
tanto dos ions precursores quanto fragmentos, numa Unica injecdo. As condicdes de
fonte incluiram: voltagem do capilar, 2.5kV; cone de amostras, 30V; Cone de extracao,
5V; e temperatura da fonte, 80°C. A aquisi¢cado dos dados ocorreu durante 70 min. e a
variacao da varredura foi de 50-2000 Da. O lockspray, usado para assegurar acuracia
e reprodutibilidade, foi operado com uma solucao de [Glul] fibrinopeptideo (1pmol/uL)
a um fluxo de 1pL/min., com ion de referéncia no modo positivo a m/z 785.8427. O
software Protein Lynx Global Server (PLGS) verséo 3.0 foi utilizado para processar e
pesquisar os dados LC-MSE continuos. As proteinas foram identificadas utilizando o
algoritmo de contagem de ions do software, sendo realizada pesquisa na base de
dados mus musculus (revisado apenas, UniProtKB/Swiss-Prot) baixado em janeiro de
2021 do UniProtKB (http: //www.uniprot .org).

4.6.3 Quantificacao livre de marcadores

A analise quantitativa livre de marcadores foi realizada utilizando o software
Protein Lynx Global Service (PLGS, v 3.0, Waters, Co, Manchester, UK). Todas as
proteinas identificadas que apresentassem um score com confian¢ca maior que 95%

foram inclusas na andlise quantitativa. Os peptideos idénticos de cada triplicata por
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amostra foram agrupados com base na precisdo de massa (<10 ppm) e numa
tolerancia de tempo de retencao <0,25 minutos, usando o software de agrupamento
incluso no PLGS. A diferenca de expresséao entre os grupos foi analisada pelo teste t
(p <0,05) e expressas como p<0,05 para as proteinas subreguladas e 1-p>0,95 para
as proteinas superreguladas, respectivamente. As seguintes comparacoes relevantes
foram realizadas: WT CAIA vs WT C, KO CAIA vs KO C, KO CAIA x WT CAIA, KO C
vs WT C.

4.6.4 Andlise de Bioinformatica

A ontologia genética foi avaliada de acordo com os pluggins ClueGo® do
software Cytoscape® 3.8.2. Foi feita a distribuicdo funcional das proteinas
identificadas com expressao diferencial nas diferentes comparagcdes. As categorias
de proteinas foram baseadas na anotacdo Gene Ontology (GO) do amplo Processo
do Sistema Imune. Os termos de significancia (Kappa = 0,04) e distribuicdo foram de
acordo com a porcentagem do namero de genes associados. O numero de acesso

das proteinas foi fornecido pela UNIPROT.

4.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de imunomarcacdo, foram
analisados no programa GraphPad Prisma (San Diego, CA, USA). Os grupos foram
submetidos a analise de variancia ANOVA Oneway, complementado pelo teste de

Tukey, quando apropriado, com nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, todos os animais foram pesados para posteriormente receberem
ou ndo o coquetel indutor da artrite. Esse mesmo procedimento foi repetido no dia da
eutanasia e de acordo com a Figura 5 (A-D), podemos verificar uma homogeneidade
entre os camundongos e ao final do periodo experimental, 0s mesmos nao

apresentaram alteracdo no peso.
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Figura 5. Peso médio em gramas dos grupos, WT CAIA (A), WT C (B), KO CAIA (C) e KO C (D)
respectivamente, correspondente ao dia 0 (coquetel Chondrex — indutor da artrite para os grupos CAIA
e solugdo PBS para os grupos controles) e dia 14 (eutandsia). Nao houve diferenca significativa entre
0S grupos.

e Sinais Clinicos

Os sinais clinicos como edema e eritema foram avaliados diariamente nas
patas anteriores e posteriores dos camundongos. Nas figuras 6A, 6C, 7A e 7C,
podemos verificar a evolugdo do edema com o passar dos dias, totalizando 14 dias,

segundo instru¢des do fabricante Chondrex.
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Figura 6. Avaliacdo clinica da atividade da artrite nas patas anteriores dos camundongos 129/Sv (WT)
e 5-LO KO (KO), CAIA e controles. O edema foi mensurado diariamente por meio de paquimetro e os
resultados estdo expressos em mm, até o periodo de 14 dias.
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Figura 7. Avaliagdo clinica da atividade da artrite nas patas posteriores dos camundongos 129/Sv
(WT) e 5-LO KO (KO), CAIA e controles. O edema foi mensurado diariamente por meio de paquimetro
e os resultados estdo expressos em mm, até o periodo de 14 dias.




Resultados 59

Clinicamente foi possivel observar que apenas os camundongos WT CAIA
apresentaram os sinais macroscopicos da artrite reumatoide, especialmente em seu
periodo maximo (data da eutandsia). Entre os sinais evidentes, destacam-se eritema
e edema mais pronunciadas nas patas anteriores e posteriores (Figura 8). Ja em
relacdo a andlise microscépica, a inflamacéo foi observada apenas no grupo WT
CAIA. Em relacdo ao grupo KO CAIA, verificamos um eritema, mais sutil. Os grupos
controles que néao receberam o coquetel CAIA nao apresentaram sinais de edema ou

eritema durante o periodo experimental.

KO CAIA

KO CAIA

Figura 8. Sinais clinicos da atividade da artrite nas patas posteriores (A) e anteriores (B) dos
camundongos 129/Sv (WT) e 5-LO KO (KO). Podemos verificar edema e eritema acentuados nas patas
posteriores e anteriores dos animais WT CAIA, diferentemente do grupo KO CAIA.

A tabela 2, demonstra de forma qualitativa, a severidade do processo
inflamatorio, segundo o fabricante. De acordo com o acompanhamento diario do
desenvolvimento da doenca, e tendo em vista os resultados obtidos dos ensaios de
coloracgdo, classificamos o grupo WT CAIA num score entre 2 — 3, e 0 grupo KO CAIA,
no score 0 — 1, uma vez que o fabricante ndo fornece imagens como parametro de
comparacdo. Em adicdo, os grupos controles WT C e KO C, nos quais receberam
apenas a administragdo do veiculo, obtiveram o score 0 durante todo o periodo

experimental.
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Tabela 2. Tabela demonstrativa do escore qualitativo adotado para avaliar a severidade do inchaco
das patas, segundo o fabricante Chondrex, Inc.

Score Condicao
0 Normal
1 Vermelhiddo e inchacgo leve, mas definida do tornozelo ou punho, ou vermelhiddo aparente e
inchaco limitado aos dedos individuais, independentemente do nimero de dedos afetados
2 Vermelhidao moderada e inchago do tornozelo ou punho
3 Vermelhidao intensa e inchago em toda a pata, incluindo os dedos
4 Membro com inflamagdo maxima envolvendo multiplas articulagées

A partir dos resultados obtidos, conforme demonstrado na Figura 9,
classificamos os grupos segundo o score histopatolégico de Krenn et al 20022,
descrito na metodologia (Tabela 1), em grupos sem sinovite e sinovite moderada
(Figura 10).

Resultados da microscopia 6ptica mostraram que os camundongos do grupo
WT C nao apresentaram quaisquer alteracdes na regiao da cartilagem articular, bem
como, nas regides adjacentes, incluindo periosteo, membrana sinovial e capsula
fibrosa. Por outro lado, a analise microscopica do grupo WT CAIA evidenciou sinais
compativeis com sinovite moderada (Grau inflamatério 2), incluindo hiperplasia da
membrana sinovial, infiltrado inflamatorio de leve a moderado e formacéo de pannus
na regiao articular. Concomitantemente, na coloracdo por Tricrdbmico de Masson,
pode-se observar baixa intensidade das fibras de colageno nas areas inflamadas
(Figuras 9 e 10).

Em relacédo aos grupos 5-LO KO, foi possivel observar que no grupo KO C, as
regides articulares das patas anteriores mantiveram-se como nos animais WT do
mesmo grupo, com auséncia de alteracbes na cartilagem articular e regides
adjacentes. Curiosamente, nos animais KO CAIA, onde houve a inducéo da artrite, a
mesma nao se desenvolveu com sinais evidentes; no qual preservou-se a membrana
sinovial e os tecidos cartilaginosos, 0sseo e conjuntivo propriamente dito (Figuras 9

e 10), sugerindo a relagdo dos LTs no estabelecimento da AR.
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Figura 9. Caracteristicas histopatolégicas representativas em cada um dos grupos de estudo (WT C, WT CAIA, KO C e KO CAIA), correspondentes a coloracao
de Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrbmico de Masson (TM). CA: cavidade articular; CF: cdpsula fibrosa; MS: membrana sinovial; OE: 0sso esponjoso; Ca:
cartilagem articular; Ce: cartilagem epifisaria. H: hiperplasia de membrana sinovial; I: infiltrado inflamatério; P: Pannus.
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Figura 10. Caracteristicas histopatologicas no score de sinovite. Em A (Hematoxilina e Eosina) e C (Tricrdbmico de Masson): Imagens representativas da
articulacdo das patas dianteiras, dos grupos WT C, KO C e KO CAIA; sem sinovite (GI=0). CA: cavidade articular; CF: capsula fibrosa; MS: membrana sinovial;
OE: 0sso esponjoso; Ca: cartilagem articular; Ce: cartilagem epifisaria. Em B (HE) e D (TM): Imagens representativas dos achados encontrados no grupo WT
CAIA; sinovite moderada (Gl=2). H: hiperplasia de membrana sinovial; |: infiltrado inflamatério; P: Pannus.
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Em relacdo a imunoexpresséo, para investigar a presenca de mediadores
inflamatérios nas articulacdes e nos tecidos adjacentes na artrite induzida, avaliamos
a expressao de IL-1B e IL-6 nos animais WT C, WT CAIA, KO C e KO CAIA (Figuras
11, 12). A imunoexpressdo da IL-1B foi preferencialmente nuclear nos condrécitos
articulares, e focalmente citoplasmatica nas células da membrana sinovial nos grupos
WT C (Figura 11A). Por outro lado, nos grupos WT CAIA, onde houve a inducéo da
artrite, as células hiperplasicas da membrana sinovial apresentaram imunomarcacéao
preferencialmente citoplasmatica, ja as células inflamatérias apresentaram marcacao

nuclear focal (Figura 11B).

Em relacdo aos grupos 5-LO KO, o grupo KO C, controle sem a inducdo da
artrite, apresentou a expressao de IL-1p nos condrécitos articulares de maneira focal,
concentrando-se na regido nuclear (Figura 11C). Similarmente ao grupo no qual
houve a manifestacdo da artrite reumatoide (WT CAIA), as células da membrana
sinovial apresentaram baixa imunomarcacao citoplasmatica, enquanto os condrocitos
mantiveram a marcacao nuclear nos grupos KO CAIA (Figura 11D). Ressaltamos que
a marcacao difusa no tecido conjuntivo préximo a regiao articular ndo desempenhou

grande impacto nas analises histomorfométricas.

Ao quantificarmos a expressdo das interleucinas IL-1B e IL-6, a
imunoexpressao da IL-6 nos diferentes grupos, notamos um padrédo semelhante ao
encontrado na imunoexpressdo da IL-1B, porém, sem diferenca significativa,
diferentemente da IL-1p (Figura 13). Nos grupos WT C, a imunoexpressao de IL-6 foi
restrita ao nucleo dos condrocitos (Figura 12A); ja nos grupos WT CAIA a
imunomarcacao foi encontrada tanto no nucleo quanto no citoplasma dos condrdcitos,
sinoviocitos, e células inflamatdrias locais (Figura 12B). Nos animais KO, a presenca
de IL-6 foi focal, concentrando-se principalmente nos condrécitos e nos sinoviocitos,
tanto nos grupos KO C (Figural2C) e KO CAIA (Figura 12D).
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Figura 11. Cortes histolégicos de tecido sinovial com imunomarcacéo de IL-1B (setas), contracoloracdo com hematoxilina. (A) grupo WT C; (B) grupo WT
CAIA; (C) grupo KO C; e (D) grupo KO CAIA. CA: cavidade articular; MS: membrana sinovial; Ca: cartilagem articular; TO: tecido 6sseo; CF: cipsula fibrosa;
H: hiperplasia da membrana sinovial; I: infiltrado inflamatério. Setas indicam a expresséo da citocina.
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Figura 12. Cortes histolégicos de tecido sinovial com imunomarcacao de IL-6 (setas), contracoloracdo com hematoxilina. (A) grupo WT C; (B) grupo WT CAIA;
(C) grupo KO C; e (D) grupo KO CAIA. CA: cavidade articular; MS: membrana sinovial; Ca: cartilagem articular; TO: tecido ésseo; CF: cpsula fibrosa; H:
hiperplasia da membrana sinovial; I: infiltrado inflamatério. Setas indicam a expressao da citocina.
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Figura 13. Quantificacdo da imunoexpressdo de interleucinas, IL-1B (A) e IL-6 (B) entre os grupos
controles WT C e KO C, e experimentais WT CAIA e KO CAIA. One-way ANOVA seguido de Tukey
(means + SD). GraphPad Prisma 5. ** p<0.005. Softawre Aperio Positive Pixel Count (V9, Aperio

ImageScope).
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Figura 14. Correlacéo positiva entre as interleucinas IL-1 e IL-6 nos grupos WT C (A), WT CAIA (B),
KO C (C) e KO CAIA (D). Nos grupos WT C e KO CAIA foi possivel observar que a imunoexpresséo
das citocinas foi homogénea entre 0s animais, no entanto esse padrdo ndo se manteve nos animais
WT CAIA e KO C. Coeficiente de correlacéo de Spearman, GraphPad Prisma 7.
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Adicionalmente, foi realizado uma anadlise de coeficiente de correlacdo de
Spearman entre as interleucinas estudadas. Uma correlagéo positiva foi encontrada
entre as interleucinas IL-13 e IL-6 estatisticamente significativa para todos os grupos
(p<0,0001); destacando uma homogeneidade entre 0s animais para imunoexpressao
das citocinas, nos grupos WT C e KO CAIA, diferentemente nos grupos WT CAIA e
KO C (Figura 14A-D). Essa analise nos permite afirmar, portanto, que existe uma

correspondéncia entre os dois marcadores.

E de conhecimento que a detec¢éo de vasos sanguineos por meio da avaliagéo
dos anticorpos CD34 e CD31 em células endoteliais, facilitam a predicdo da
vascularizacdo na presenca da artrite reumatoide®¥. Para tanto, avaliamos ambos
marcadores nos diferentes grupos, WT C, WT CAIA, KO C e KO CAIA.

Em relacdo a imunorreatividade, os grupos WT C e WT CAIA, a
imunorreatividade do CD34 foi especialmente expressa em células endoteliais
isoladas presentes na regido adjacente a membrana sinovial (Figura 15A) e
permeando o infiltrado inflamatorio articular (Figura 15B), respectivamente.
Complementarmente, a imunorreatividade do CD31 restringiu-se aos pequenos vasos

localizados abaixo da membrana sinovial de ambos os grupos (Figura 15C-D).

Por outro lado, nos animais KO C e KO CAIA, a imunorreatividade do CD34
concentrou-se preferencialmente na regido citoplasmatica das células endoteliais,
seguida pela imunomarcacdo em pequenos capilares e células inflamatorias dispersas
no tecido (Figura 15E-F, respectivamente). Adicionalmente, ao avaliarmos a
imunomarcacédo do CD31 notamos uma leve intensidade nos grupos KO CAIA e WT
CAIA comparados ao WT C, no qual o grupo KO C exibiu baixa intensidade de
imunomarcacao nos vasos do tecido conjuntivo abaixo da membrana sinovial (Figura
15G). Por fim, o grupo KO CAIA apresentou uma leve intensidade na imunomarcacgao
dos vasos sanguineos proximos a regido articular, no qual podem ser focalmente
observados condrdcitos positivos ha regido citoplasméatica para este marcador (Figura
15H).
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de microscopia fluorescéncia de se¢des de tecido sinovial. (C e G-H; A, E-F) Imagens representativas dos grupos
sem manifestacdo de AR: marcacdo de imunofluorescéncia para CD31 (verde) e CD34 (vermelho) com contra coloracdo DAPI (azul) para nucleos,
respectivamente. D e B, imagens representativas do grupo com manifestacao de AR: marcacao de imunofluorescéncia para CD31 (verde) e CD34 (vermelho)

com contra coloragcao DAPI (azul) para nucleos.
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Ao quantificarmos a intensidade de fluorescéncia para marcacéo de CD31,
houve diferenca significativa (p<0,05) nos grupos que receberam a inducao da artrite
em comparacado ao WT C. Em contrapartida, ndo houve diferenca para a marcagao
de CD34, entre os grupos avaliados (Figura 16A e 16B, respectivamente).

A 2 B 300,
300 #‘ B WTC - m WTC
| mmEm &d WT CAIA . T = WTCAIA
200 B KOC 2004 | o B KOC
KO CAIA o KO CAIA

100

100

Intensidade de Fluorescéncia
CD34

Intensidade de Fluorescéncia
CD31

o
o

Figura 16. Analise comparativa da intensidade de fluorescéncia para CD31 (A) e CD34 (B) entre os
grupos controles WT C e KO C, e experimentais WT CAIA e KO CAIA. One-way ANOVA, com pos teste
de Tukey (means + SD). GraphPad Prisma 5. * # p<0.05

Analise protebmica

A analise protedmica identificou proteinas baseadas em 4 comparacdes: 1. WT
CAIA vs. WT C; 2. KO CAIA vs. KO C; 3. KO C vs. WT C; 4. KO CAIA vs. WT CAIA
Resultados da comparacdo 1. WT CAIA vs. WT C demonstraram a identificacdo de
um total de 325 e 147 proteinas, respectivamente, sendo 138 proteinas em comum
em ambos os grupos (Figura 17A). Destas, 187 proteinas foram identificadas
exclusivamente no grupo WT CAIA, como por exemplo, Asporin, 3 isoformas de
Colageno, 3 isoformas de Copine, Decorin, Fibronectin, Hemopexin, 5 isoformas de
Histonas, 7 isoformas de Immunoglobulinas, 34 isoformas de Queratina, Moesin,
Myoglobin, Periostin, Proteina S100-A6 e -A9, Serotransferrin, Striatin-4 e 15
isoformas de Tubulina, enquanto que 9 proteinas foram identificadas unicamente no
grupo WT C.

Ao compararmos 2. KO CAIA vs. KO C, o numero total de proteinas
identificadas foram 330 e 313, respectivamente, das quais, 256 proteinas foram em
comum entre ambos o0s grupos (Figura 17B). Adicionalmente, 74 proteinas foram
exclusivas do grupo KO CAIA, como por exemplo, Angiopoietin-2, Cytochrome ¢

oxidase subunit 5A_ mitochondrial, Lactotransferrin, Moesin e Proto-oncogene c-Fos,
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enquanto que 57 proteinas foram Unicas para KO C, como Calcium-activated
potassium channel subunit beta-2, Cytochrome P450 2C39 e Protein S100-A6.

Ao compararmos o0s grupos controles, KO C vs WT C um total de 302 e 147
proteinas foram identificadas, respectivamente, sendo 139 proteinas presente em
ambos os grupos (Figura 17C). Um total de 163 proteinas foram identificadas
exclusivamente no grupo KO C, como Calcium-activated potassium channel subunit,
Calcium-binding mitochondrial carrier protein, Cartilage oligomeric matrix protein, 3
isoformas da proteina alfa do coldgeno, Histone H4, 39 isoformas de Queratina,
Mimecan, Myoglobin, Protein S100-A6, Serotransferrin, Thrombospondin-4 e 14
isoformas de Tubulina, enquanto 8 proteinas foram identificadas exclusivamente em
WT C.

Quanto a comparacdo dos grupos que receberam a inducdo da artrite
reumatoide, KO CAIA vs WT CAIA, 335 proteinas foram identificadas em ambos
grupos, sendo 248 em comum entre eles (Figura 17D). Dentre as proteinas
identificadas no grupo KO CAIA, 87 foram exclusivas deste grupo como, Angiopoietin-
2, Calcium-binding mitochondrial carrier protein, Cartilage oligomeric matrix protein,
Cochlin, 3 isoformas do Citocromo ¢, Cytochrome P450 2C55, Lactotransferrin e
Plectin, a mesma quantidade de proteinas exclusivas foram identificadas no grupo WT
CAIA, 87 como a Calcineurin B homologous protein 3, 3 isoformas de Copine protein,
Fibrinogen alpha chain and gamma chain, Fibronectin, 7 isoformas de

Imunoglobulinas, Protein S100-A6 and -A9, Striatin-4 and Tropomyosin alpha-4 chain.

Enfatizamos ainda a exclusividade das proteinas Glutathione S-transferase
Mul, 2, 4,5 e 7; no grupo KO CAIA, tanto nas comparacoes KO CAIA vs KO C e KO
CAIA vs WT CAIA, envolvidos na formacdo de conjugados de glutationa de
prostaglandina A2 (PGA2) e prostaglandina J2 (PGJ2), participando ainda, da
formacdo de novos regioisdbmeros de hepoxilina, envolvida na producdo de

metabdlitos no desenvolvimento e resolucéo da inflamacéo.
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Figura 17. Diagrama de Venn representando as proteinas exclusivas de cada grupo e nas interseccoes,
as proteinas em comum, identificadas na andlise proteémica das patas anteriores e posteriores dos
guatro grupos, WT CAIA — Wild type com artrite induzida; WT C — Wild type controle; KO CAIA - 5-LO
KO com artrite induzida; KO C — 5-LO KO controle (Bioinformatics & Evolutionary Genomics).
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

Em relacdo as proteinas expressas diferencialmente, 95 proteinas
encontraram-se superexpressas no WT CAIA, como, 7 isoformas de Miosina, 2
isoformas de Tropomyosin (Tropomyosin beta chain and Tropomyosin alpha-3 chain)
9 isoformas de Actina, Calsequestrin-1, 4.5 LIM domains protein 1, Sarcalumenin, 8
isoformas de Queratina (aumentadas mais de 4x), 5 isoformas de Hemoglobina com
aumento mais de 2x (Hemoglobin subunit alpha, Hemoglobin subunit epsilon-Y2,
Hemoglobin subunit zeta, Hemoglobin subunit beta-1 e beta-2), Desmin, 32 isoformas
de Histona (aproximadamente 5x aumentadas), Carbonic anhydrase 3, Alpha-
internexin, 3 isoformas of Neurofilament, Collagen alpha-2(1) chain (aumento de 5x),
Fibromodulin (aumentadas mais de 5x), Alboumin (aumentadas mais de 5x) e Collagen
alpha-1(l) chain (aumento de quase 7x), enquanto que 10 proteinas apresentaram-se

diminuidas no WT CAIA, em comparagdo ao WT C, como Tropomyosin alpha-1 chain,



http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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3 isoformas of Miosina, Parvalbumin alpha, Creatine kinase M-type and Troponin T_

fast skeletal muscle (Tabela 3).

Em relacdo as proteinas diferencialmente expressas, 57 e 126 foram
identificadas aumentadas e diminuidas, respectivamente no grupo KO CAIA em
comparacao ao KO C. Entre as proteinas reguladas positivamente no KO CAIA estéo:
20 isoformas de Histona H2A (aumento de mais de 2 vezes), Carbonic anhydrase 3,
Sarcalumenin, Myoglobin, 3 isoformas da proteina da hemoglobina (Hemogloblin
subunit alpha, Hemoglobin subunit beta-1 and -2), Collagen alpha-1(l) chain and -2(I)
chain e Albumin. Por outro lado, 44 isoformas de Queratina (algumas com uma
diminuicdo de mais de 2 vezes), 12 isoformas de proteinas de miosina, Calsequestrin-
1, Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1, Collagen alpha-1(VI) chain,
Tropomyosin alpha-1 chain, L-lactate dehydrogenase A chain, Decorin, Biglycan,
Hemoglobin subunit zeta e 17 isoformas de Histona estavam reguladas negativamente
no KO CAIA (Tabela 4).

Quanto a comparacdo dos grupos KO CAIA vs WT CAIA na diferenca de
expressdo, 108 e 42 proteinas foram identificadas aumentadas e diminuidas,
respectivamente. Entre as proteinas reguladas positivamente no KO CAIA estéao
AFG3-like protein 1 (aumento mais de 3 vezes), Ecotropic viral integration site 5
protein (aumento mais de 3 vezes), 31 isoformas de Quetarina (algumas isoformas
com um aumento de mais de 2 vezes), Aconitate hydratase  mitochondrial, Decorin,
Hemoglobin subunit beta-1, Myoglobin, Four and a half LIM domains protein 1,
Prolargin, Asporin, Sarcalumenin, Calsequestrin-1 e Troponin T__ fast skeletal muscle.
Entre as proteinas reguladas negativamente estdo 3 isoformas de hemoglobina
(Hemoglobin subunit epsilon-Y2, Hemoglobin subunit beta-2 e Hemoglobin subunit
zeta (diminuicdo de quase 3 vezes)), 2 isoformas de peroxirredoxina (Peroxiredoxin-4
e -1), Hemopexin (diminui¢do de 2 vezes) e Paralbumin alpha (diminuicdo de 2 vezes),
5 isoformas de actina, Albumin, Serotransferrin, Carbonic anhydrase 3, 2 isoformas
de tropomiosina, 5 isoformas de histona, Lumican, Creatine kinase M-type e 2
isoformas de miosina (Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform e Myosin light
chain 3) (Tabela 5).

Em relagdo as proteinas diferencialmente expressas na comparacdo entre 0s
grupos controle KO C vs WT C, 118 e 2 proteinas, foram identificadas aumentadas e

diminuidas, respectivamente, no grupo KO C. Entre as proteinas reguladas
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positivamente estdo: 28 isoformas de histona (isoformas de histona H2B com aumento
de mais de 6 vezes), fiboromodulina (aumento de quase 13 vezes), 8 isoformas de
gueratina (registrando aumento de mais de 22 vezes), 3 isoformas de tropomiosina, 3
isoformas de hemoglobina (Hemoglobin subunit zeta, Hemoglobin subunit beta-1 e
beta-2), Four and a half LIM domains protein 1 e 14 isoformas de proteina miosina.
Entretanto, as proteinas Parvalbumin alpha e Myosin light polypeptide 6 estavam

reguladas negativamente no KO C quando comparado ao grupo WT C (Tabela 6).
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Tabela 3. Proteinas com expresséo significativamente alteradas no grupo WT CAIA (camundongos com artrite induzida) em comparagéo com 0 grupo controle
WT C.

°Access Number Protein Name PLGS Score "Ratio
WT CAIA:WT C P
P11087 Collagen alpha-1(l) chain 47 6.96 <0.01
P07724 Albumin 1274 5.47 <0.01
P50608 Fibromodulin 83 5.26 <0.01
Q01149 Collagen alpha-2(l) chain 67 5.00 <0.01
Q6IFZ6 Keratin_ type Il cytoskeletal 1b 52 4.62 <0.01
Q3TTY5 Keratin_ type Il cytoskeletal 2 epidermal 69 4.44 <0.01
P04104 Keratin_ type Il cytoskeletal 1 90 4.35 <0.01
P10853 Histone H2B type 1-F/J/L 137 4.14 <0.01
Q8CGP1 Histone H2B type 1-K 137 4.10 <0.01
Q8CGP2 Histone H2B type 1-P 137 4.10 <0.01
Q9D2U9 Histone H2B type 3-A 137 4.10 <0.01
Q6ZWY9 Histone H2B type 1-C/E/G 137 4.06 <0.01
Q8CGPO Histone H2B type 3-B 137 4.06 <0.01
Q64475 Histone H2B type 1-B 137 4.01 <0.01
Q64525 Histone H2B type 2-B 137 4.01 <0.01
Q64524 Histone H2B type 2-E 137 4.01 <0.01
P02535 Keratin_ type | cytoskeletal 10 87 4.01 <0.01
P70696 Histone H2B type 1-A 137 3.97 <0.01
Q64478 Histone H2B type 1-H 137 3.97 <0.01
P10854 Histone H2B type 1-M 137 3.97 <0.01
COHKE6 Histone H2A type 1-| 1119 2.92 <0.01
COHKES8 Histone H2A type 1-O 1119 2.86 <0.01
COHKE3 Histone H2A type 1-D 1119 2.83 <0.01
Q8CGP5 Histone H2A type 1-F 1119 2.83 <0.01
Q6GSS7 Histone H2A type 2-A 1119 2.83 <0.01

Q64523 Histone H2A type 2-C 1119 2.83 <0.01
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P08553
COHKE1
COHKE?
COHKE4
Q8CGP6
Q8CGP7
COHKE9
Q8R1M2
P46660
COHKE2
P19246
P08551
COHKES5
Q8BFU2
P06467
P16015
Q64522
POC0S6
Q3THWS5
P27661
P02089
P02088
P02104
POCG50
P62983
P62984
POCG49
P31001
P01942
P15532

Neurofilament medium polypeptide
Histone H2A type 1-B

Histone H2A type 1-N

Histone H2A type 1-E

Histone H2A type 1-H

Histone H2A type 1-K

Histone H2A type 1-P

Histone H2A.J

Alpha-internexin

Histone H2A type 1-C
Neurofilament heavy polypeptide
Neurofilament light polypeptide
Histone H2A type 1-G

Histone H2A type 3

Hemoglobin subunit zeta

Carbonic anhydrase 3

Histone H2A type 2-B

Histone H2A.Z

Histone H2A.V

Histone H2AX

Hemoglobin subunit beta-2
Hemoglobin subunit beta-1
Hemoglobin subunit epsilon-Y2
Polyubiquitin-C

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Polyubiquitin-B

Desmin

Hemoglobin subunit alpha
Nucleoside diphosphate kinase A

58
1119
1119
1119
1119
1119
1119
1119

51
1119

51

51
1119
1119

138
1699
172
172
172
172
1550
3638
327
988
988
988
988

97

3617
149

2.83
2.80
2.80
2.77
2.77
2.77
2.77
2.77
2.75
2.75
2.75
2.75
2.69
2.66
2.61
2.48
2.44
2.39
2.36
2.34
2.29
2.25
2.20
2.18
2.18
2.18
2.16
2.14
2.14
1.99

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P35700
008807
Q01768
Q922U2
P50446
Q97331
Q7TPR4
Q9JI91
P70296
P63017
Q8BGZ7
P17156
Q7TQ48
P97447
009165
Q8BFZ3
P60710
P63260
P56480
P62737
P68033
P68134
P63268
088990
P09411
P21107
P06151
Q9ROY5
Q03265
P58774

Peroxiredoxin-1

Peroxiredoxin-4

Nucleoside diphosphate kinase B
Keratin_ type Il cytoskeletal 5

Keratin_ type Il cytoskeletal 6A

Keratin_ type Il cytoskeletal 6B
Alpha-actinin-1

Alpha-actinin-2
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Heat shock cognate 71 kDa protein
Keratin_ type Il cytoskeletal 75

Heat shock-related 70 kDa protein 2
Sarcalumenin

Four and a half LIM domains protein 1
Calsequestrin-1

Beta-actin-like protein 2

Actin_ cytoplasmic 1

Actin_ cytoplasmic 2

ATP synthase subunit beta_ mitochondrial
Actin_ aortic smooth muscle

Actin_ alpha cardiac muscle 1

Actin_ alpha skeletal muscle

Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Alpha-actinin-3

Phosphoglycerate kinase 1

Tropomyosin alpha-3 chain

L-lactate dehydrogenase A chain
Adenylate kinase isoenzyme 1

ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial
Tropomyosin beta chain

193
132
149
61
61
62
13
137
314
107
61
45
67
73
282
1473
7117
7117
710
14275
14275
18530
13176
412
50
2240
878
350
403
8907

1.93
1.93
1.92
1.90
1.88
1.86
1.80
1.70
1.63
1.62
1.58
157
1.51
1.36
131
1.25
121
121
121
1.20
1.19
1.19
1.19
1.19
1.17
1.16
1.15
1.15
1.13
1.12

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
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P17182
Q5SX40
P13542
P13541
Q5SX39
Q91783
Q02566
P21550
A2AQPO
P05064
P16858
P58771
070250
P97457
Q60605
Q5XKEO
P32848
P07310
Q9Qz47
QICQVS
P62259
P68510
P61982
070456
P68254
P63101
P14869
P99027
P31786
Q920A7

Alpha-enolase

Myosin-1

Myosin-8

Myosin-3

Myosin-4

Myosin-7

Myosin-6

Beta-enolase

Myosin-7B

Fructose-bisphosphate aldolase A
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Tropomyosin alpha-1 chain
Phosphoglycerate mutase 2
Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform
Myosin light polypeptide 6
Myosin-binding protein C_ fast-type
Parvalbumin alpha

Creatine kinase M-type

Troponin T_ fast skeletal muscle
14-3-3 protein beta/alpha

14-3-3 protein epsilon

14-3-3 protein eta

14-3-3 protein gamma

14-3-3 protein sigma

14-3-3 protein theta

14-3-3 protein zeta/delta

60S acidic ribosomal protein PO
60S acidic ribosomal protein P2
Acyl-CoA-binding protein
AFG3-like protein 1

767
6403
6280
2669
8788
2683
2638
5170
1109
3826
8361
9985

368
9779

355

88
5745
8350

254

266

266

266

266

266

266

396

127

395

550

71

1.11
1.11
1.11
1.07
1.07
1.07
1.06
1.06
1.04
0.92
0.91
0.90
0.85
0.84
0.82
0.76
0.75
0.73
0.65
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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P0O7758
P22599
Q00896
Q00897
Q00898
P29699
P57780
P23927
A2AS55
P10107
P07356
Q00623
P06728
Q8K2H4
Q922B2
Q99MQ4
Q9DC29
P28653
Q9JKL5
PODP26
PODP27
PODP28
Q9D6P8
Q99KFO
Q640L3
035744
Q91798
Q04857
Q60847
Q02788

Alpha-1-antitrypsin 1-1

Alpha-1-antitrypsin 1-2

Alpha-1-antitrypsin 1-3

Alpha-1-antitrypsin 1-4

Alpha-1-antitrypsin 1-5

Alpha-2-HS-glycoprotein

Alpha-actinin-4

Alpha-crystallin B chain

Ankyrin repeat domain-containing protein 16
Annexin Al

Annexin A2

Apolipoprotein A-l

Apolipoprotein A-1V

Arf-GAP with coiled-coil_ ANK repeat and PH domain-containing protein 1
Aspartate--tRNA ligase_ cytoplasmic

Asporin

ATP-binding cassette sub-family B member 6 mitochondrial
Biglycan

Calcineurin B homologous protein 3

Calmodulin-1

Calmodulin-2

Calmodulin-3

Calmodulin-like protein 3

Caspase recruitment domain-containing protein 14
Cell cycle progression protein 1

Chitinase-like protein 3

Chitinase-like protein 4

Collagen alpha-1(VI) chain

Collagen alpha-1(XIl) chain

Collagen alpha-2(VI) chain

275
297
275
275
63
242
131
115
91
121
121
585
134
52
49
363
109
94
73
364
364
364
38
54
61
354
84
86
49
102

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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P01027
Q8JZwW4
Q9DC53
Q1RLL3
Q8K3G9
P28654
Q7MBY5
Q9DBTY
P35761
P97366
P10126
P62631
P58252
Q91VC3
P47754
P04117
Q9CPU7
E9PV24
Q8VCM?7
P11276
Q3TFK5
P16045
P06745
Q9DCZ1
Q61696
P17879
P16627
QI9CQON1
P07901
P11499

Complement C3

Copine-5

Copine-8

Copine-9

DCC-interacting protein 13-beta
Decorin

Deuterosome assembly protein 1

Dimethylglycine dehydrogenase_ mitochondrial

Dual specificity protein kinase TTK
Ecotropic viral integration site 5 protein
Elongation factor 1-alpha 1

Elongation factor 1-alpha 2

Elongation factor 2

Eukaryotic initiation factor 4A-IlI
F-actin-capping protein subunit alpha-2
Fatty acid-binding protein_ adipocyte
F-box only protein 32

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen gamma chain

Fibronectin

G patch domain-containing protein 4
Galectin-1

Glucose-6-phosphate isomerase

GMP reductase 1

Heat shock 70 kDa protein 1A

Heat shock 70 kDa protein 1B

Heat shock 70 kDa protein 1-like

Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial
Heat shock protein HSP 90-alpha
Heat shock protein HSP 90-beta

87
68
37
37
66
910
58
37
49
100
146
136
49
95
76
830
58
75
214
110
69
94
69
92
95
92
79
74
82
127

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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Q6PCN7
Q91X72
P68433
P84228
P84244
P02301
P62806
P01864
P01863
P01865
P01867
P03987
P01872

Q9EQS9
035345

Q3USB7
P15975
Q80V72
Q61739
P70434
035368
Q61765
Q62168
Q8KOY2
Q61897
Q9D646
Q49714
B1AQ75
P08730
Q61781

Helicase-like transcription factor

Hemopexin

Histone H3.1

Histone H3.2

Histone H3.3

Histone H3.3C

Histone H4

Ig gamma-2A chain C region secreted form

Ig gamma-2A chain C region_ A allele

Ig gamma-2A chain C region_ membrane-bound form
Ig gamma-2B chain C region

Ig gamma-3 chain C region

Immunoglobulin heavy constant mu
Immunoglobulin superfamily DCC subclass member 4
Importin subunit alpha-7

Inactive phospholipase C-like protein 1

Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 53
Inositol hexakisphosphate kinase 2

Integrin alpha-6

Interferon regulatory factor 7
Interferon-activable protein 203

Keratin_ type | cuticular Hal

Keratin_ type | cuticular Ha2

Keratin_ type | cuticular Ha3-I

Keratin_ type | cuticular Ha3-II

Keratin_ type | cuticular Ha4

Keratin_ type | cuticular Ha5

Keratin_ type | cuticular Ha6

Keratin_ type | cytoskeletal 13

Keratin_ type | cytoskeletal 14

44
91
237
237
237
237
1736
206
206
206
274
107
118
50
104
234
35
85
72
83
65
424
185
239
430
239
231
288
185
597

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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Q61414
Q9Z2K1
QIQWL7
P05784
P19001
A1L317
Q8VCW?2
Q97320
ABBLY7
Q6IFX3
QBIFX2
Q6IMFO
Q9ERE2
Q99M73
Q9z2T6
P97861
Q3UV17
P07744
Q9DCV7
QIROH5
Q6IME9
QB6NXH9
Q6IFZ9
Q8VED5
P11679
Q8VCX6
P33175
Q52KG5
Q6PB66
Q9DB40

Keratin_ type | cytoskeletal 15
Keratin_ type | cytoskeletal 16
Keratin_ type | cytoskeletal 17
Keratin_ type | cytoskeletal 18
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 24
Keratin_ type | cytoskeletal 25
Keratin_ type | cytoskeletal 27
Keratin_ type | cytoskeletal 28
Keratin_ type | cytoskeletal 40
Keratin_ type | cytoskeletal 42
Keratin_ type Il cuticular 87
Keratin_ type Il cuticular Hbl
Keratin_ type Il cuticular Hb4
Keratin_ type Il cuticular Hb5
Keratin_ type Il cuticular Hb6

Keratin_ type Il cytoskeletal 2 oral

Keratin_ type Il cytoskeletal 4
Keratin_ type Il cytoskeletal 7
Keratin_ type Il cytoskeletal 71
Keratin_ type Il cytoskeletal 72
Keratin_ type Il cytoskeletal 73
Keratin_ type Il cytoskeletal 74
Keratin_ type Il cytoskeletal 79
Keratin_ type Il cytoskeletal 8

KICSTOR complex protein kaptin

Kinesin heavy chain isoform 5A
Kinesin-like protein KIF26A

Leucine-rich PPR motif-containing protein_ mitochondrial
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 27

530
352
412
185
397
185
167
167
185
241
362
70
65
62
70
78
44
44
46
74
54
85
74
50
87
99
57
39
37
77

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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P26041
P04247
P82343
008692
Q9R207
P17742
Q62009
P15331
Q9D4H9
Q9DBJ1
Q61233
Q99K51
Q61838
P62962
Q9JK53
P14069
P31725
Q9IM99
Q9D051
P26043
Q91YM2
P42208
P29621
Q80X76
Q5I2A0
P0O7759
Q03734
Q91WP6
QOVGB7
Q92111

Moesin

Myoglobin

N-acylglucosamine 2-epimerase
Neutrophilic granule protein
Nibrin

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Periostin

Peripherin

PHD finger protein 14
Phosphoglycerate mutase 1
Plastin-2

Plastin-3

Pregnancy zone protein
Profilin-1

Prolargin

Protein S100-A6

Protein S100-A9

Proteoglycan 4

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta_ mitochondrial

Radixin

Rho GTPase-activating protein 35
Septin-2

Serine protease inhibitor A3C
Serine protease inhibitor A3F
Serine protease inhibitor A3G
Serine protease inhibitor A3K
Serine protease inhibitor ASM
Serine protease inhibitor ASN

Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 2

Serotransferrin

77
230
42
1130
46
221
104
56
53
105
75
40
166
803
748
433
229
38
135
48
112
89
119
119
50
824
119
50
252
502

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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Q8BQM7
P58404
Q9JKT2
P10639
P15806

QIWVA4
P40142
Q8C3X4
Q3UX10
P68369
P05213
P68373
P05214
P68368
Q9JJZ2
A2AQ07

Q7TMM9

QICWF2

Q9ERD7
QID6F9
P68372
P99024
Q922F4
Q51043
Q9D906
009053
E9Q309
Q8CDI6
Q8BVF4
P12787

Single-pass membrane and coiled-coil domain-containing protein 3

Striatin-4

Taste receptor type 2 member 119
Thioredoxin

Transcription factor E2-alpha

Transgelin-2

Transketolase

Translation factor Gufl_ mitochondrial

Tubulin alpha chain-like 3

Tubulin alpha-1A chain

Tubulin alpha-1B chain

Tubulin alpha-1C chain

Tubulin alpha-3 chain

Tubulin alpha-4A chain

Tubulin alpha-8 chain

Tubulin beta-1 chain

Tubulin beta-2A chain

Tubulin beta-2B chain

Tubulin beta-3 chain

Tubulin beta-4A chain

Tubulin beta-4B chain

Tubulin beta-5 chain

Tubulin beta-6 chain

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 28
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7
Werner syndrome ATP-dependent helicase homolog
Centrosome-associated protein 350

Coiled-coil domain-containing protein 158
Coiled-coil domain-containing protein 30
Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A_ mitochondrial

99
53
48
269
86
134
85
42
63
169
169
171
132
132
132
253
411
411
402
224
296
500
204
61
119
59
42
44
23
468

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT C*
WT C*
WT C*
WT C*
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Q9WVF7 DNA polymerase epsilon catalytic subunit A 30 WT C* -
Q2MHES5 Docking protein 6 180 WT C* -
Q9D312 Keratin_ type | cytoskeletal 20 40 WT C* -
Q697B0 Leucine-rich repeat and coiled-coil domain-containing protein 1 48 WT C* -
Q8vC23 Uncharacterized protein C110rf86 homolog 175 WT C* -

‘Identificacéo baseada no ID das proteinas do banco de dados Uniprot Database (http://wwwwww.uniprot.org/).
*Proteinas com expressao significativamente alterada estdo organizadas de acordo com a razao.

A expressao diferencial entre os grupos foi expressa em p <0.05. Proteinas destacadas em negrito encontram-se aumentadas ou diminuidas mais que 2 vezes.
* Proteinas Unicas de cada grupo, dentro dessa comparacao.




Resultados 93

Tabela 4. Proteinas com expressao significativamente alteradas no grupo KO CAIA (camundongos com artrite induzida) em comparagao com o grupo controle

KO C.

°Access
Number
P20152

P11087
Q9ERD7?
Q01149
Q9DOI9
P46660
P19246
P08551
Q24JP4
P08553
P07724
COHKE1
COHKE3
COHKE4
COHKES5
Q8CGP6
Q8CGP7
COHKE?
COHKES
Q6GSS7
Q64523
COHKE2
COHKE6
COHKE9
Q8BFU2
Q8R1M2

Protein Name

Vimentin

Collagen alpha-1(l) chain

Tubulin beta-3 chain

Collagen alpha-2(l) chain
Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic
Alpha-internexin

Neurofilament heavy polypeptide
Neurofilament light polypeptide
Uncharacterized protein C50rf47 homolog
Neurofilament medium polypeptide
Albumin

Histone H2A type 1-B

Histone H2A type 1-D

Histone H2A type 1-E

Histone H2A type 1-G

Histone H2A type 1-H

Histone H2A type 1-K

Histone H2A type 1-N

Histone H2A type 1-O

Histone H2A type 2-A

Histone H2A type 2-C

Histone H2A type 1-C

Histone H2A type 1-|

Histone H2A type 1-P

Histone H2A type 3

Histone H2A.J

PLGS
Score

7381
353
589
885
54
613
670
613
145
613
6195
23784
23784
23784
23784
23784
23784
23784
23784
23784
23784
23784
23830
23784
23784
23784

*Ratio
KO CAIA:KO C

3.39
2.80
2.61
2.56
2.56
2.44
2.39
2.36
2.32
2.20
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05

<0.01
<0.01

<0.01
<0.01
0.03
<0.01
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P02089
P01942
Q3THWS5
Q64522
POC0S6
P27661
P02088
Q8CGP5
POCG49
P05063
POCG50
P62983
Q9Qz47
P04247
P06745
P97447
Q99KIO0
Q9JI91
P17156
P68033
P62737
Q7TQ48
P63260
Q8BFZ3
P63017
P56480
P14152
P16015
Q03265
P08249

Hemoglobin subunit beta-2
Hemoglobin subunit alpha

Histone H2A.V

Histone H2A type 2-B

Histone H2A.Z

Histone H2AX

Hemoglobin subunit beta-1

Histone H2A type 1-F
Polyubiquitin-B
Fructose-bisphosphate aldolase C
Polyubiquitin-C

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Troponin T_ fast skeletal muscle
Myoglobin

Glucose-6-phosphate isomerase
Four and a half LIM domains protein 1
Aconitate hydratase_ mitochondrial
Alpha-actinin-2

Heat shock-related 70 kDa protein 2
Actin_ alpha cardiac muscle 1
Actin_ aortic smooth muscle
Sarcalumenin

Actin_ cytoplasmic 2

Beta-actin-like protein 2

Heat shock cognate 71 kDa protein

ATP synthase subunit beta_ mitochondrial

Malate dehydrogenase_ cytoplasmic
Carbonic anhydrase 3

ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial

Malate dehydrogenase_ mitochondrial

3317
2871
1176
1176
1176
1176
11721
23784
3709
63
3709
3709
105
620
90
274
129
1012
142
23599
23599
245
15599
4646
521
1173
541
5464
743
818

1.95
1.93
1.92
1.90
1.90
1.86
1.82
1.82
1.54
1.52
1.52
1.52
1.48
1.42
1.38
1.35
1.32
1.25
1.23
1.21
1.21
1.19
1.15
1.14
1.14
1.13
1.12
1.11
1.07
1.06

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
0.04
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P68134
P60710
P58774
P52480
P17182
P16858
Q5SX40
P05064
P17183
Q9WUB3
P13542
P31001
Q02566
Q91783
P57780
009165
P13541
P21550
P05977
Q9D6F9
P68372
A2AQPO
Q8R429
Q8Cl43
Q7TMM9
Q04857
Q5SX39
QICWF2
P13412
P99024

Actin_ alpha skeletal muscle

Actin_ cytoplasmic 1 1

Tropomyosin beta chain

Pyruvate kinase PKM

Alpha-enolase

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Myosin-1

Fructose-bisphosphate aldolase A
Gamma-enolase

Glycogen phosphorylase  muscle form
Myosin-8

Desmin

Myosin-6

Myosin-7

Alpha-actinin-4

Calsequestrin-1

Myosin-3

Beta-enolase

Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform
Tubulin beta-4A chain

Tubulin beta-4B chain

Myosin-7B

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Myosin light chain 6B

Tubulin beta-2A chain

Collagen alpha-1(VI) chain

Myosin-4

Tubulin beta-2B chain

Troponin |__ fast skeletal muscle

Tubulin beta-5 chain

26396
15599
4254
3057
789
7894
7465
4164
332
380
5250
1129
2284
2325
163
670
2493
2931
9138
424
479
680
68
271
483
227
5848
483
69
636

1.03
0.97
0.95
0.95
0.93
0.93
0.92
0.91
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.89
0.89
0.88
0.86
0.86
0.85
0.85
0.84
0.84
0.84
0.83
0.82
0.82
0.82
0.80
0.80

<0.01
<0.01

0.04
<0.01

0.01
<0.01

<0.01
<0.01

0.02
<0.01
<0.01

0.01
<0.01

<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P58771
Q3TTY5
P07356
P06151
P0O7758
Q99MQ4
Q00897
Q9Z1T2
Q9JIK5
P22599
Q60847
054974
Q9JK53
P04104
070250
P48678
P63101
Q02788
088990
P28654
Q60605
P15331
P28653
P97457
Q5XKEO
Q6IFZ6
Q922U2
P70696
P62984
Q9R0G6

Tropomyosin alpha-1 chain
Keratin_ type Il cytoskeletal 2 epidermal
Annexin A2

L-lactate dehydrogenase A chain
Alpha-1-antitrypsin 1-1

Asporin

Alpha-1-antitrypsin 1-4
Thrombospondin-4

Nucleolar RNA helicase 2
Alpha-1-antitrypsin 1-2

Collagen alpha-1(XIl) chain
Galectin-7

Prolargin

Keratin_ type Il cytoskeletal 1
Phosphoglycerate mutase 2
Prelamin-A/C

14-3-3 protein zeta/delta

Collagen alpha-2(VI) chain
Alpha-actinin-3

Decorin

Myosin light polypeptide 6
Peripherin

Biglycan

Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform
Myosin-binding protein C_ fast-type
Keratin_ type Il cytoskeletal 1b
Keratin_ type Il cytoskeletal 5
Histone H2B type 1-A
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Cartilage oligomeric matrix protein

5786
7594
467
1154
299
685
299
142
40
299
56
353
706
4774
483
285
671
186
310
1379
354
749
176
13932
99
1071
2660
1904
3709
175

0.79
0.78
0.77
0.77
0.76
0.76
0.75
0.74
0.74
0.74
0.74
0.73
0.72
0.71
0.70
0.70
0.70
0.70
0.69
0.69
0.69
0.67
0.66
0.66
0.66
0.66
0.65
0.64
0.63
0.63

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.01
0.04

0.01
<0.01

<0.01
0.03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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Q8VCL2
P50446
Q97331
QBNXH9
P21107
P02535
Q64475
P10853
Q9D2U9
Q8CGPO
Q8BGZ7
P51885
Q62507
Q6ZWY9
Q64478
P10854
Q8CGP2
Q64525
Q8CGP1
Q64524
Q99M73
Q61781
Q61414
Q9ROH5
Q6IFZ9
QICPX6
P08730
Q9Z2K1
P11679
QBIFX2

Protein SCO2 homolog_ mitochondrial
Keratin_ type Il cytoskeletal 6A
Keratin_ type Il cytoskeletal 6B
Keratin_ type Il cytoskeletal 73
Tropomyosin alpha-3 chain
Keratin_ type | cytoskeletal 10
Histone H2B type 1-B

Histone H2B type 1-F/J/L
Histone H2B type 3-A

Histone H2B type 3-B

Keratin_ type Il cytoskeletal 75
Lumican

Cochlin

Histone H2B type 1-C/E/G
Histone H2B type 1-H

Histone H2B type 1-M

Histone H2B type 1-P

Histone H2B type 2-B

Histone H2B type 1-K

Histone H2B type 2-E

Keratin_ type Il cuticular Hb4
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Keratin_ type | cytoskeletal 15
Keratin_ type Il cytoskeletal 71
Keratin_ type Il cytoskeletal 74

Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3

Keratin_ type | cytoskeletal 13
Keratin_ type | cytoskeletal 16
Keratin_ type Il cytoskeletal 8
Keratin_ type | cytoskeletal 42

67
1259
1259
483
1041
11299
3263
3263
3221
3221
1060
1063
217
3263
3263
3263
3263
3263
3263
3221
321
2702
1948
426
426
100
300
957
422
1288

0.61
0.61
0.61
0.61
0.61
0.60
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.59
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.57
0.57
0.57
0.57

0.02
<0.01

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P19001
A1L317
P07310
B1AQ75
QIQWL7
Q92320
P09542
Q8VCW?2
QBRHWO
P07744
P50608
AGBLY7
P05784
Q3UV17
Q62168
P62806
Q99M74
Q9DCV7
P32848
P06467
Q49714
Q8BVL3
Q8VED5
QO9ERE2
P97861
Q6IMFO
Q9Z2T6
Q9D646
Q6IME9
P68433

Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 24
Creatine kinase M-type

Keratin_ type | cuticular Ha6
Keratin_ type | cytoskeletal 17
Keratin_ type | cytoskeletal 27
Myosin light chain 3

Keratin_ type | cytoskeletal 25
Keratin_ type | cytoskeletal 9
Keratin_ type Il cytoskeletal 4
Fibromodulin

Keratin_ type | cytoskeletal 28
Keratin_ type | cytoskeletal 18
Keratin_ type Il cytoskeletal 2 oral
Keratin_ type | cuticular Ha2
Histone H4

Keratin_ type Il cuticular Hb2
Keratin_ type Il cytoskeletal 7
Parvalbumin alpha
Hemoglobin subunit zeta
Keratin_ type | cuticular Ha5
Sorting nexin-17

Keratin_ type Il cytoskeletal 79
Keratin_ type Il cuticular Hb1
Keratin_ type Il cuticular Hb6
Keratin_ type Il cuticular 87
Keratin_ type Il cuticular Hb5
Keratin_ type | cuticular Ha4
Keratin_ type Il cytoskeletal 72
Histone H3.1

1288
329
5682
1152
1480
574
1240
574
125
197
2506
218
218
197
218
3378
95
223
10039
63
510
148
179
2810
2810
2283
2125
3411
140
355

0.56
0.56
0.55
0.55
0.55
0.55
0.55
0.55
0.54
0.54
0.53
0.53
0.53
0.52
0.51
0.50
0.49
0.49
0.47
0.46
0.45
0.44
0.43
0.42
0.42
0.42
0.42
0.40
0.40
0.39

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P84244
P02301
P84228
Q8KOY2
Q61765
Q61897
Q6IFX3
Q9DCT1
035348
P31786
Q920A7
Q8JzQ2
Q11131
088327
P23927
035608
035643
QIQWYS
Q91WU5
QIDCX2
P97450
054724
Q8BHB9
Q5SPX1
Q5SV66
Q8CCKO
P43135
035451
P12787
Q9D816

Histone H3.3

Histone H3.3C

Histone H3.2

Keratin_ type | cuticular Ha3-I
Keratin_ type | cuticular Hal
Keratin_ type | cuticular Ha3-lI
Keratin_ type | cytoskeletal 40
1_5-anhydro-D-fructose reductase
Acetylcholinesterase collagenic tail peptide
Acyl-CoA-binding protein
AFG3-like protein 1

AFG3-like protein 2
Alpha-(1_3)-fucosyltransferase 7
Alpha-catulin

Alpha-crystallin B chain
Angiopoietin-2

AP-1 complex subunit beta-1

Arf-GAP with SH3 domain_ ANK repeat and PH domain-containing protein 1

Arsenite methyltransferase

ATP synthase subunit d_ mitochondrial

ATP synthase-coupling factor 6_ mitochondrial
Caveolae-associated protein 1

Chloride intracellular channel protein 6
Coiled-coil domain-containing protein 157
Coiled-coil domain-containing protein 42

Core histone macro-H2A.2

COUP transcription factor 2

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6 beta
Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A_ mitochondrial
Cytochrome P450 2C55

355
355
355
3667
3733
3617
472
125
59
486
66
109
93
56
687
76
54
53
52
132
512
85
63
79
82
71
66
45
1472
120

0.39
0.39
0.38
0.36
0.32
0.30
0.30
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P97427
Q64237
Q8R180
Q9D7E3
Q8BGD9
P47757
P04117
Q9R1K5
P03995
Q60934
P10649
P15626
Q8R516
P48774
Q80W21
Q61586
QICON1
Q91X72
008983
Q9CYC5
P08071
Q8BLY3
P26041
008747
Q8BLF1
P40935
P09041
Q9DBJ1
Q61233
Q9JIYO

Dihydropyrimidinase-related protein 1

Dopamine beta-hydroxylase

EROZ1-like protein alpha

Esterase OVCA2

Eukaryotic translation initiation factor 4B
F-actin-capping protein subunit beta

Fatty acid-binding protein_ adipocyte

Fizzy-related protein homolog

Glial fibrillary acidic protein

Glutamate receptor ionotropic_ kainate 1

Glutathione S-transferase Mu 1

Glutathione S-transferase Mu 2

Glutathione S-transferase Mu 4

Glutathione S-transferase Mu 5

Glutathione S-transferase Mu 7

Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1 mitochondrial
Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial

Hemopexin

Hermansky-Pudlak syndrome 1 protein homolog
Kinetochore-associated protein DSN1 homolog
Lactotransferrin

Leucine-rich repeat and fibronectin type-lll domain-containing protein 3
Moesin

Netrin receptor UNC5C

Neutral cholesterol ester hydrolase 1
Phenylethanolamine N-methyltransferase
Phosphoglycerate kinase 2

Phosphoglycerate mutase 1

Plastin-2

Pleckstrin homology domain-containing family O member 1

84
99
93
169
108
204
912
61
56
59
73
a7
a7
a7
a7
75
56
148
64
62
71
54
63
60
59
168
45
112
72
56

KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
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Q9QXS1
Q7TT15
035955
Q8K1CO
Q8BRO7
Q8CC96
P09103
Q8BG67
Q8VESS
Q2EMV9
P01101
P28705
QICPR1
P15508
P08228
QB6QNU9
Q8BKT2
Q91YL3
Q8BH47
009053
Q6NS86
Q8BJY1
Q91ZV4
P99027
Q9CQJ0
Q9DBR4
Q3V0J4
Q8BZW?2
P48036
Q3UHD9

Plectin

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 17
Proteasome subunit beta type-10

Protein angel homolog 2

Protein bicaudal D homolog 1

Protein BNIP5

Protein disulfide-isomerase

Protein EFR3 homolog A

Protein FAM114A2

Protein mono-ADP-ribosyltransferase PARP14
Proto-oncogene c-Fos

Retinoic acid receptor RXR-gamma

RWD domain-containing protein 4

Spectrin beta chain_ erythrocytic

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Toll-like receptor 12

Transcription factor HES-7

Uridine-cytidine kinase-like 1

Vesicle-trafficking protein SEC22a

Werner syndrome ATP-dependent helicase homolog
Zinc finger protein 366

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5
2-acylglycerol O-acyltransferase 1

60S acidic ribosomal protein P2

Acyl-coenzyme A thioesterase THEM5
Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family B member 2
Ankyrin repeat domain-containing protein 53
Ankyrin repeat domain-containing protein SOWAHB
Annexin A5

Arf-GAP with GTPase_ ANK repeat and PH domain-containing protein 2

53
72
95
162
82
66
72
91
71
60
79
59
84
55
198
54
181
62
102
77
79
67
131
1328
115
56
72
46
57
72

KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
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Q8BIPO
P70408
Q9CZM9
Q9JM83
Q9D6P8
Q640L3
Q8CDI6
Q8BVF4
P21180
Q8VCG4
Q80YPO
Q9CZ13
Q62425
P56656
Q9QZZ6
P97310
Q9QYI3
Q05816
Q8BH60
Q91VWS5
Q80V72
Q5SF07
Q9D783
Q9D312
035367
Q9R190
B1AYB6
Q62000
Q91W39
Q8R4R6

Aspartate--tRNA ligase_ mitochondrial
Cadherin-10

Calcium-activated potassium channel subunit beta-2
Calmodulin-4

Calmodulin-like protein 3

Cell cycle progression protein 1

Coiled-coil domain-containing protein 158
Coiled-coil domain-containing protein 30
Complement C2

Complement component C8 gamma chain
Cyclin-dependent kinase 3

Cytochrome b-c1 complex subunit 1 mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4
Cytochrome P450 2C39

Dermatopontin

DNA replication licensing factor MCM2

DnaJ homolog subfamily C member 7

Fatty acid-binding protein 5

Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-containing protein

Golgin subfamily A member 4

Inositol hexakisphosphate kinase 2
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2
Kelch-like protein 40

Keratin_ type | cytoskeletal 20
Keratocan

Metastasis-associated protein MTA2
Methyl-CpG-binding domain protein 5
Mimecan

Nuclear receptor coactivator 5
Nucleoporin NUP35

55
74
139
288
76
45
74
54
47
121
85
30
515
70
207
94
60
97
59
44
122
62
65
66
163
58
45
111
70
67

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*




Resultados 103

Q9Z1MO
P17742
Q3UY34
P27773
P14069
Q9JL25
Q91YM2
035130
Q8K031
088935
054887
Q3U1V6
Q80U95
Q60932
054927
Q8CDC7
Q8CCG1
Q62158

°Identificagéo baseada no ID das proteinas do banco de dados Uniprot Database (http://wwwwww.uniprot.org/).
*Proteinas com express&o significativamente alterada estéo organizadas de acordo com a razo.

P2X purinoceptor 7

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Protein CUSTOS

Protein disulfide-isomerase A3

Protein S100-A6

Regulator of G-protein signaling 1

Rho GTPase-activating protein 35

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase NEP1
StAR-related lipid transfer protein 8

Synapsin-1

Testis-specific serine kinase substrate
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 3
Ubiquitin-protein ligase E3C

Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
WD repeat and SOCS box-containing protein 1

Zinc finger and BTB domain-containing protein 9
Zinc finger C2HC domain-containing protein 1C

Zinc finger protein RFP

72
706
94
53
713
50
168
93
79
54
71
57
44
187
57
71
58
111

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*

A expressao diferencial entre os grupos foi expressa em p <0.05. Proteinas destacadas em negrito encontram-se aumentadas ou diminuidas mais que 2 vezes.
* Proteinas Unicas de cada grupo, dentro dessa comparacao.
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Tabela 5. Proteinas com expresséo significativamente alteradas no grupo KO CAIA em comparacdo com o grupo WT CAIA, ambos com artrite reumatoide
induzida.

°Access Protein Name PLGS "Ratio
Number Score KO CAIA:WT CAIA P
Q920A7 AFG3-like protein 1 71 3.29 <0.01
P97366 Ecotropic viral integration site 5 protein 100 3.29 <0.01
Q3TTY5 Keratin_ type Il cytoskeletal 2 epidermal 205 2.83 <0.01
P04247 Myoglobin 230 2.77 <0.01
Q9Qz47 Troponin T_ fast skeletal muscle 52 2.27 <0.01
Q62168 Keratin_ type | cuticular Ha2 185 2.23 <0.01
A1L317 Keratin_ type | cytoskeletal 24 185 2.23 <0.01
PO7744 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 44 2.23 <0.01
P02535 Keratin_ type | cytoskeletal 10 124 2.20 <0.01
P05784 Keratin_ type | cytoskeletal 18 185 2.20 <0.01
A6GBLY7 Keratin_ type | cytoskeletal 28 185 2.20 <0.01
Q3uUvi17 Keratin_ type Il cytoskeletal 2 oral 44 2.20 <0.01
Q99KI0 Aconitate hydratase_mitochondrial 62 2.18 <0.01
Q8BGZ7 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 472 2.10 <0.01
Q9z2K1 Keratin_ type | cytoskeletal 16 352 2.08 <0.01
Q8vCw2 Keratin_ type | cytoskeletal 25 167 2.08 <0.01
P50446 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 476 2.08 <0.01
Q92331 Keratin_ type Il cytoskeletal 6B 472 2.05 <0.01
Q61414 Keratin_ type | cytoskeletal 15 530 2.01 <0.01
P19001 Keratin_ type | cytoskeletal 19 397 2.01 <0.01
Q6IFX2 Keratin_ type | cytoskeletal 42 362 2.01 <0.01
Q61781 Keratin_ type | cytoskeletal 14 597 1.99 <0.01
Q9QWL7 Keratin_ type | cytoskeletal 17 412 1.95 <0.01
Q61897 Keratin_ type | cuticular Ha3-II 430 1.90 <0.01
Q60847 Collagen alpha-1(XIl) chain 49 1.86 <0.01
P07356 Annexin A2 121 1.80 <0.01

P04104 Keratin_ type Il cytoskeletal 1 276 1.79 <0.01
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Q9DCV7
QBNXH9
Q99M73
Q6IFZ6
P05201
P28654
P15331
Q04857
Q6IME9
P11679
P08249
P28650
QIROH5
Q6IFZ9
P05063
P63101
Q8VED5
Q8Cl43
P14152
Q3USB7
Q02788
P20801
Q61879
P31001
Q9JK37
P56480
P08553
Q9JI91
P19246
P46660

Keratin_ type Il cytoskeletal 7

Keratin_ type Il cytoskeletal 73

Keratin_ type Il cuticular Hb4

Keratin_ type Il cytoskeletal 1b
Aspartate aminotransferase_ cytoplasmic
Decorin

Peripherin

Collagen alpha-1(VI) chain

Keratin_ type Il cytoskeletal 72

Keratin_ type Il cytoskeletal 8

Malate dehydrogenase_ mitochondrial
Adenylosuccinate synthetase isozyme 1
Keratin_ type Il cytoskeletal 71

Keratin_ type Il cytoskeletal 74
Fructose-bisphosphate aldolase C
14-3-3 protein zeta/delta

Keratin_ type Il cytoskeletal 79

Myosin light chain 6B

Malate dehydrogenase_ cytoplasmic
Inactive phospholipase C-like protein 1
Collagen alpha-2(VI) chain

Troponin C_ skeletal muscle

Myosin-10

Desmin

Myozenin-1

ATP synthase subunit beta_ mitochondrial
Neurofilament medium polypeptide
Alpha-actinin-2

Neurofilament heavy polypeptide
Alpha-internexin

46
85
62
183
74
910
56
86
54
87
1037
85
74
74
128
396
50
160
410
234
102
376
51
84
85
935
189
454
201
189

1.79
1.77
1.73
1.73
1.72
1.72
1.68
1.63
1.63
1.63
1.62
157
1.54
1.54
1.52
1.51
1.49
1.48
1.45
1.45
1.43
1.42
1.39
1.38
1.38
1.36
1.36
1.35
1.35
1.34

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P02088
P08551
P06745
Q8VDD5
COHKE6
Q62234
P97447
Q03265
P23927
QOETO1
Q9D6F9
Q922F4
Q8CI94
P68372
Q9D646
Q49714
Q9ERD7
Q99LX0
009165
Q5SX40
P13542
QOWUB3
P13541
Q5SX39
Q02566
Q91783
Q6IFX3
P50608
Q64467
P97457

Hemoglobin subunit beta-1

Neurofilament light polypeptide
Glucose-6-phosphate isomerase

Myosin-9

Histone H2A type 1-I

Myomesin-1

Four and a half LIM domains protein 1
ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial
Alpha-crystallin B chain

Glycogen phosphorylase_ liver form
Tubulin beta-4A chain

Tubulin beta-6 chain

Glycogen phosphorylase_ brain form
Tubulin beta-4B chain

Keratin_ type | cuticular Ha4

Keratin_ type | cuticular Ha5

Tubulin beta-3 chain

Parkinson disease protein 7 homolog
Calsequestrin-1

Myosin-1

Myosin-8

Glycogen phosphorylase  muscle form
Myosin-3

Myosin-4

Myosin-6

Myosin-7

Keratin_ type | cytoskeletal 40
Fibromodulin

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase__ testis-specific
Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform

10342
189
69
64
4167
67
163
556
115
32
224
204
67
296
239
231
402
481
1040
8073
6831
351
3059
9491
3247
3328
241
95
3147
13422

1.34
1.34
1.34
1.34
1.32
1.32
131
1.30
1.30
1.28
1.28
1.28
1.27
1.27
1.26
1.26
1.26
1.25
1.23
1.23
1.23
1.22
1.22
1.22
1.22
1.22
1.22
1.20
1.20
1.20

<0.01
<0.01
0.01
0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
0.03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.02
<0.01
<0.01
<0.01
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QICWF2
P99024
P05213
P17156
Q61765
Q8KOY2
Q9JK53
P97861
Q7TMM9
P05214
P20152
P68369
P15532
Q99MQ4
A2AQPO
Q6IMFO
P52480
P17751
Q7TQ48
Q8BFZ3
P05064
P63268
P68033
P62737
P60710
P63260
P02104
P02089
P16015
Q8CGP2

Tubulin beta-2B chain

Tubulin beta-5 chain

Tubulin alpha-1B chain

Heat shock-related 70 kDa protein 2
Keratin_ type | cuticular Hal
Keratin_ type | cuticular Ha3-I
Prolargin

Keratin_ type Il cuticular Hb6
Tubulin beta-2A chain

Tubulin alpha-3 chain

Vimentin

Tubulin alpha-1A chain
Nucleoside diphosphate kinase A
Asporin

Myosin-7B

Keratin_ type Il cuticular 87
Pyruvate kinase PKM
Triosephosphate isomerase
Sarcalumenin

Beta-actin-like protein 2
Fructose-bisphosphate aldolase A
Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Actin_ alpha cardiac muscle 1
Actin_ aortic smooth muscle
Actin_ cytoplasmic 1

Actin_ cytoplasmic 2

Hemoglobin subunit epsilon-Y2
Hemoglobin subunit beta-2
Carbonic anhydrase 3

Histone H2B type 1-P

411
500
169
97
424
239
748
78
411
132
586
169
494
363
915
70
1902
952
107
4648
4378
18028
18718
18718
12571
12571
1291
3210
1362
866

1.20
1.20
1.20
1.19
1.19
1.19
1.19
1.17
1.17
1.17
1.16
1.16
1.15
1.14
1.14
1.14
1.13
1.13
1.11
1.08
1.08
0.98
0.98
0.98
0.97
0.97
0.95
0.95
0.94
0.93

<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
0.04
0.04
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
0.03
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
0.03
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P21550
P58774
P51885
Q6GSS7
Q8R1M2
POCG49
P62984
POCG50
P62983
088990
P20029
055143
Q8R429
P07310
P68433
P28653
P22599
P58771
P02301
P0O7758
Q00897
P62806
Q00896
P05977
P09542
P07724
Q92111
008807
Q91X72
P35700

Beta-enolase

Tropomyosin beta chain

Lumican OS=Mus musculus

Histone H2A type 2-A

Histone H2A.J

Polyubiquitin-B

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Polyubiquitin-C

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Alpha-actinin-3

Endoplasmic reticulum chaperone BiP

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1

Creatine kinase M-type
Histone H3.1

Biglycan
Alpha-1-antitrypsin 1-2
Tropomyosin alpha-1 chain
Histone H3.3C
Alpha-1-antitrypsin 1-1
Alpha-1-antitrypsin 1-4
Histone H4
Alpha-1-antitrypsin 1-3
Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform
Myosin light chain 3
Albumin

Serotransferrin
Peroxiredoxin-4
Hemopexin
Peroxiredoxin-1

3266
10859
336
4167
4167
1568
1568
1568
1568
413
166
139
286
10133
237
94
297
10213
237
275
275
1736
275
8681
1173
3419
502
230
91
243

0.93
0.92
0.91
0.86
0.85
0.83
0.83
0.81
0.81
0.80
0.80
0.79
0.79
0.77
0.75
0.75
0.75
0.74
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.72
0.66
0.60
0.55
0.51
0.49
0.48

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
0.04
0.01
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P21107
P32848
P06467
Q9DCT1
035348
Q8JZQ2
Q11131
088327
035608
035643
QIQWYS
Q9D0I9
Q91WU5
P05202
QIDCX2
Q9DB20
P97450
Q8BH59
QI9R0G6
054724
Q8BHBY
Q9CZU6
Q62507
Q5SPX1
Q5SV66
Q8CCKO
P43135
Q6P8J7
035451
P19783

Tropomyosin alpha-3 chain
Parvalbumin alpha

Hemoglobin subunit zeta
1_5-anhydro-D-fructose reductase
Acetylcholinesterase collagenic tail peptide
AFG3-like protein 2
Alpha-(1_3)-fucosyltransferase 7
Alpha-catulin

Angiopoietin-2

AP-1 complex subunit beta-1

Arf-GAP with SH3 domain_ ANK repeat and PH domain-containing protein 1

Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic

Arsenite methyltransferase

Aspartate aminotransferase_ mitochondrial

ATP synthase subunit d_ mitochondrial

ATP synthase subunit O_ mitochondrial

ATP synthase-coupling factor 6_ mitochondrial
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl
Cartilage oligomeric matrix protein
Caveolae-associated protein 1

Chloride intracellular channel protein 6

Citrate synthase_ mitochondrial

Cochlin

Coiled-coil domain-containing protein 157

Coiled-coil domain-containing protein 42

Core histone macro-H2A.2

COUP transcription factor 2

Creatine kinase S-type_ mitochondrial

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6 beta
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_ mitochondrial

2053
12358

159
125
59
109
93
56
76
54
53
63
52
138
132
324
512
203
78
85
63
75
249
79
82
71
66
215
45
136

0.46

0.42

0.35
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
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P12787
P62897
Q9D816
P97427
Q64237
Q99LC5
Q8R180
Q9D7E3
Q8BGD9
P47757
Q9R1K5
054974
P03995
Q60934
P46412
P15626
Q8R516
P48774
Q80W21
Q61586
P14602
008983
A2AUCY
Q6RHWO
Q99M74
Q9CYC5
P08071
Q8BLY3
P23949
008747

Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A_ mitochondrial
Cytochrome c_ somatic

Cytochrome P450 2C55
Dihydropyrimidinase-related protein 1

Dopamine beta-hydroxylase

Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial

EROZ1-like protein alpha

Esterase OVCA2

Eukaryotic translation initiation factor 4B
F-actin-capping protein subunit beta
Fizzy-related protein homolog

Galectin-7

Glial fibrillary acidic protein

Glutamate receptor ionotropic_ kainate 1
Glutathione peroxidase 3

Glutathione S-transferase Mu 2

Glutathione S-transferase Mu 4

Glutathione S-transferase Mu 5

Glutathione S-transferase Mu 7
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1 mitochondrial
Heat shock protein beta-1

Hermansky-Pudlak syndrome 1 protein homolog
Kelch-like protein 41

Keratin_ type | cytoskeletal 9

Keratin_ type Il cuticular Hb2
Kinetochore-associated protein DSN1 homolog
Lactotransferrin

Leucine-rich repeat and fibronectin type-lll domain-containing protein 3

mMRNA decay activator protein ZFP36L2
Netrin receptor UNC5C

1472

298
120
84
99
164
93
169
108
204
61
483
56
59
402
47
a7
47
a7
75
434
64
53
48
64
62
71
54
137
60

KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
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Q8BLF1
Q9D6J4
Q9JIK5
P40935
Q9JIYO
Q9QXS1
Q7TT15
035955
Q8K1CO
Q8BRO7
Q8CC96
P09103
Q8BG67
Q8VESS
Q2EMV9
Q8VCL2
P01101
P28705
Q9CPR1
Q8BVL3
P15508
P08228
Q6X627
Q9Z1T2
QB6QNU9
Q8BKT2
Q24JP4
Q91YL3
Q8BH47
Q6NS86

Neutral cholesterol ester hydrolase 1
N-terminal EF-hand calcium-binding protein 3
Nucleolar RNA helicase 2

Phenylethanolamine N-methyltransferase
Pleckstrin homology domain-containing family O member 1
Plectin

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 17
Proteasome subunit beta type-10

Protein angel homolog 2

Protein bicaudal D homolog 1

Protein BNIP5

Protein disulfide-isomerase

Protein EFR3 homolog A

Protein FAM114A2

Protein mono-ADP-ribosyltransferase PARP14
Protein SCO2 homolog_ mitochondrial
Proto-oncogene c-Fos

Retinoic acid receptor RXR-gamma

RWD domain-containing protein 4

Sorting nexin-17

Spectrin beta chain_ erythrocytic

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Tektin-3

Thrombospondin-4

Toll-like receptor 12

Transcription factor HES-7

Uncharacterized protein C50rf47 homolog
Uridine-cytidine kinase-like 1
Vesicle-trafficking protein SEC22a

Zinc finger protein 366

59
113
54
168
56
53
72
95
162
82
66
72
91
71
60
58
79
59
84
80
55
198
82
68
54
181
164
62
102
79

KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
KO CAIA*
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P14869
P99027
Q00898
A2AS55
P10107
Q00623
P06728
Q8K2H4
Q922B2
Q9DC29
Q9JKL5
Q9D6P8
Q99KFO
Q640L3
Q6A078
035744
Q91798
P01027
Q8JZW4
Q9DC53
Q1RLL3
Q8K3G9
Q7M6Y5
Q9DBTY
P35761
P58252
Q91VC3
P47754
Q9CPU7
E9PV24

60S acidic ribosomal protein PO

60S acidic ribosomal protein P2
Alpha-1-antitrypsin 1-5

Ankyrin repeat domain-containing protein 16
Annexin Al

Apolipoprotein A-|

Apolipoprotein A-1V

Arf-GAP with coiled-coil_ ANK repeat and PH domain-containing protein 1
Aspartate--tRNA ligase_ cytoplasmic

ATP-binding cassette sub-family B member 6 mitochondrial
Calcineurin B homologous protein 3
Calmodulin-like protein 3

Caspase recruitment domain-containing protein 14
Cell cycle progression protein 1

Centrosomal protein of 290 kDa

Chitinase-like protein 3

Chitinase-like protein 4

Complement C3

Copine-5

Copine-8

Copine-9

DCC-interacting protein 13-beta

Deuterosome assembly protein 1

Dimethylglycine dehydrogenase_ mitochondrial
Dual specificity protein kinase TTK

Elongation factor 2

Eukaryotic initiation factor 4A-IlI

F-actin-capping protein subunit alpha-2

F-box only protein 32

Fibrinogen alpha chain

127
395
63
91
121
585
134
52
49
109
73
38
54
61
40
354
84
87
68
37
37
66
58
37
49
49
95
76
58
75

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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Q8VCM?7
P11276
Q3TFK5
P16045
Q9DCZ1
P07901
P11499
QB6PCN7
P01864
P01863
P01865
P01867
P03987
P01872
Q9EQS9
035345
P15975
Q80V72
Q61739
P70434
035368
Q8VCX6
P33175
Q52KG5
Q6PB66
Q9DB40
P82343
008692
Q9R207
P17742

Fibrinogen gamma chain

Fibronectin

G patch domain-containing protein 4

Galectin-1

GMP reductase 1

Heat shock protein HSP 90-alpha

Heat shock protein HSP 90-beta

Helicase-like transcription factor

Ig gamma-2A chain C region secreted form

Ig gamma-2A chain C region_ A allele

Ig gamma-2A chain C region_ membrane-bound form
Ig gamma-2B chain C region

Ig gamma-3 chain C region

Immunoglobulin heavy constant mu

Immunoglobulin superfamily DCC subclass member 4
Importin subunit alpha-7

Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 53
Inositol hexakisphosphate kinase 2

Integrin alpha-6

Interferon regulatory factor 7

Interferon-activable protein 203

KICSTOR complex protein kaptin

Kinesin heavy chain isoform 5A

Kinesin-like protein KIF26A

Leucine-rich PPR motif-containing protein_ mitochondrial
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 27
N-acylglucosamine 2-epimerase

Neutrophilic granule protein

Nibrin

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

214
110
69
94
92
82
127
44
206
206
206
274
107
118
50
104
35
85
72
83
65
99
57
39
37
77
42
1130
46
221

WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
WT CAIA*
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Q62009 Periostin 104 WT CAIA*
Q9D4H9 PHD finger protein 14 53 WT CAIA*
Q99K51 Plastin-3 40 WT CAIA*
Q61838 Pregnancy zone protein 166 WT CAIA*
P14069 Protein S100-A6 433 WT CAIA*
P31725 Protein S100-A9 229 WT CAIA*
Q9JM99 Proteoglycan 4 33 WT CAIA*
P26043 Radixin 48 WT CAIA*
Q91YM2 Rho GTPase-activating protein 35 112 WT CAIA*
P42208 Septin-2 89 WT CAIA*
P29621 Serine protease inhibitor A3C 119 WT CAIA*
Q80X76 Serine protease inhibitor A3F 119 WT CAIA*
Q5I2A0 Serine protease inhibitor A3G 50 WT CAIA*
P0O7759 Serine protease inhibitor A3K 824 WT CAIA*
Q03734 Serine protease inhibitor A3M 119 WT CAIA*
Q91WP6 Serine protease inhibitor A3N 50 WT CAIA*
QOVGB7 Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 2 252 WT CAIA*
Q8BQM7 Single-pass membrane and coiled-coil domain-containing protein 3 99 WT CAIA*
P58404 Striatin-4 53 WT CAIA*
Q9JKT2 Taste receptor type 2 member 119 48 WT CAIA*
P10639 Thioredoxin 269 WT CAIA*
P15806 Transcription factor E2-alpha 86 WT CAIA*
Q8C3X4 Translation factor Gufl_ mitochondrial 42 WT CAIA*
Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain 264 WT CAIA*
Q3UX10 Tubulin alpha chain-like 3 63 WT CAIA*
Q51043 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 28 61 WT CAIA*
Q9D906 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 119 WT CAIA*

“Identificacdo baseada no ID das proteinas do banco de dados Uniprot Database (http:/wwwwww.uniprot.org/).

*Proteinas com expressao significativamente alterada est&o organizadas de acordo com a raz&o.

A expresséo diferencial entre os grupos foi expressa em p <0.05. Proteinas destacadas em negrito encontram-se aumentadas ou diminuidas mais que 2 vezes.
* Proteinas Unicas de cada grupo, dentro dessa comparagao.
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Tabela 6. Proteinas com expressao significativamente alteradas no grupo KO C em comparagéo ao grupo WT C, ambos grupos controles, sem indugao da
artrite reumatoide.

°Access
Number
Q6IFZ6

Q3TTY5
P02535
P50608
P04104
Q64524
P10853
Q8CGP1
Q8CGPO
P70696
Q64475
Q6ZWY9
Q8CGP2
Q64478
P10854
Q9D2U9
Q64525
Q922U2
P50446
Q92331
Q8BGZ7
Q8CGP5
Q8R1M2
COHKE9
Q01768
P15532

Protein Name

Keratin_ type Il cytoskeletal 1b
Keratin_ type Il cytoskeletal 2 epidermal
Keratin_ type | cytoskeletal 10
Fibromodulin

Keratin_ type Il cytoskeletal 1
Histone H2B type 2-E

Histone H2B type 1-F/J/L

Histone H2B type 1-K

Histone H2B type 3-B

Histone H2B type 1-A

Histone H2B type 1-B

Histone H2B type 1-C/E/G
Histone H2B type 1-P

Histone H2B type 1-H

Histone H2B type 1-M

Histone H2B type 3-A

Histone H2B type 2-B

Keratin_ type Il cytoskeletal 5
Keratin_ type Il cytoskeletal 6A
Keratin_ type Il cytoskeletal 6B
Keratin_ type Il cytoskeletal 75
Histone H2A type 1-F

Histone H2A.J

Histone H2A type 1-P

Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleoside diphosphate kinase A

PLGS
Score

52
69
87
83
90
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
61
61
62
61
1119
1119
1119
149
149

*Ratio
KO C:WTC
22.65
16.95
14.01
12.81
9.58
6.75
6.69
6.69
6.69
6.62
6.62
6.62
6.62
6.55
6.55
6.55
6.49
6.05
5.53
5.47
4.95
3.25
3.16
3.10
2.53
2.48

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P11087
Q8BVF4
Q01149
P16015
Q9WUB3
Q8CDI6
Q9JI91
Q8BFZ3
P06467
P05201
P02104
COHKE2
Q64523
COHKEL1
Q8CGP6
COHKE6
COHKE?
P08553
COHKE3
COHKE4
COHKES
Q6GSS7
Q8BFU2
P08551
COHKE5
Q5SX40
P46660
P31001
P13542
Q8CGP7

Collagen alpha-1(l) chain

Coiled-coil domain-containing protein 30
Collagen alpha-2(l) chain

Carbonic anhydrase 3

Glycogen phosphorylase  muscle form
Coiled-coil domain-containing protein 158
Alpha-actinin-2

Beta-actin-like protein 2

Hemoglobin subunit zeta

Aspartate aminotransferase_ cytoplasmic
Hemoglobin subunit epsilon-Y2

Histone H2A type 1-C

Histone H2A type 2-C

Histone H2A type 1-B

Histone H2A type 1-H

Histone H2A type 1-I

Histone H2A type 1-N

Neurofilament medium polypeptide
Histone H2A type 1-D

Histone H2A type 1-E

Histone H2A type 1-O

Histone H2A type 2-A

Histone H2A type 3

Neurofilament light polypeptide

Histone H2A type 1-G

Myosin-1

Alpha-internexin

Desmin

Myosin-8

Histone H2A type 1-K

47
23
67
1699
286
44
137
1473
138
82
327
1119
1119
1119
1119
1119
1119
58
1119
1119
1119
1119
1119
51
1119
6403
51
97
6280
1119

2.36
2.29
2.25
2.23
1.90
1.86
1.84
1.82
1.73
1.72
1.70
1.68
1.68
1.67
1.67
1.67
1.67
1.67
1.65
1.65
1.65
1.65
1.65
1.65
1.63
1.63
1.62
1.62
1.62
1.60

<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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P19246
Q91783
P56480
Q02566
P07724
P08249
P13541
Q5SX39
Q7TPR4
P63017
088990
A2AQPO
P60710
P63260
P02088
Q7TQ48
P17156
P05063
Q61879
Q99KI0
P68033
P68134
P63268
QB6URWG
P62737
Q9DOF9
Q03265
009165
P06151
Q99LX0

Neurofilament heavy polypeptide
Myosin-7

ATP synthase subunit beta_ mitochondrial
Myosin-6

Albumin

Malate dehydrogenase_ mitochondrial
Myosin-3

Myosin-4

Alpha-actinin-1

Heat shock cognate 71 kDa protein
Alpha-actinin-3

Myosin-7B

Actin_ cytoplasmic 1

Actin_ cytoplasmic 2

Hemoglobin subunit beta-1
Sarcalumenin

Heat shock-related 70 kDa protein 2
Fructose-bisphosphate aldolase C
Myosin-10

Aconitate hydratase_ mitochondrial
Actin_ alpha cardiac muscle 1

Actin_ alpha skeletal muscle

Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Myosin-14

Actin_ aortic smooth muscle
Phosphoglucomutase-1

ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial
Calsequestrin-1

L-lactate dehydrogenase A chain
Parkinson disease protein 7 homolog

51
2683
710
2638
1274
241
2669
8788
13
107
412
1109
7117
7117
3638
67
45
217
17
68
14275
18530
13176
31
14275
54
403
282
878
606

1.60
1.58
157
157
1.55
155
1.55
155
1.55
1.54
1.52
1.52
151
151
1.51
1.49
1.49
1.46
1.46
1.45
1.45
1.45
1.45
1.45
1.43
1.43
1.39
1.39
1.39
1.36

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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Q5XKEO
POCG50
Q64467
P05977
P09542
QIROY5
P62984
P07310
P62983
Q8VDD5
P20801
POCG49
P52480
Q8CI94
P97457
P16125
P97447
P17182
070250
P02089
P14152
P09411
P21550
P16858
P58774
P17183
P53657
P21107
QOETO1
P17751

Myosin-binding protein C_ fast-type
Polyubiquitin-C

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase_ testis-specific
Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform
Myosin light chain 3

Adenylate kinase isoenzyme 1

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40

Creatine kinase M-type

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Myosin-9

Troponin C_ skeletal muscle

Polyubiquitin-B

Pyruvate kinase PKM

Glycogen phosphorylase_ brain form

Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform
L-lactate dehydrogenase B chain

Four and a half LIM domains protein 1
Alpha-enolase

Phosphoglycerate mutase 2

Hemoglobin subunit beta-2

Malate dehydrogenase_ cytoplasmic
Phosphoglycerate kinase 1

Beta-enolase

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Tropomyosin beta chain

Gamma-enolase

Pyruvate kinase PKLR

Tropomyosin alpha-3 chain

Glycogen phosphorylase__ liver form
Triosephosphate isomerase

88
988
1765
11948
1894
350
988
8350
988
47
422
988
1945
113
9779
58
73
767
368
1550
219
50
5170
8361
8907
754
826
2240
113
715

1.35
1.34
1.32
1.32
1.32
131
131
1.30
1.30
1.30
1.27
1.25
1.25
1.23
1.23
1.23
1.23
1.22
1.21
1.20
1.20
1.20
1.17
1.17
1.17
1.16
1.16
1.15
1.13
1.11

<0.01
0.02
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
0.02
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.03
0.04
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.01
<0.01
0.02
<0.01
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P05064
P58771
P32848
Q60605

Q9ICQV8
P62259
P68510
P61982
070456
P68254
P63101
Q8BJY1
Q91zV4
P99027

Q9CQJO0
P07758
P22599
Q00896
Q00897
P29699
P57780

Q9DBR4
Q3V0J4

Q8BZW2
P07356
P48036

Q3UHD9
Q9DO0I9
Q8BIPO

Q99MQ4

Fructose-bisphosphate aldolase A

Tropomyosin alpha-1 chain

Parvalbumin alpha

Myosin light polypeptide 6

14-3-3 protein beta/alpha

14-3-3 protein epsilon

14-3-3 protein eta

14-3-3 protein gamma

14-3-3 protein sigma

14-3-3 protein theta

14-3-3 protein zeta/delta

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5
2-acylglycerol O-acyltransferase 1

60S acidic ribosomal protein P2

Acyl-coenzyme A thioesterase THEM5
Alpha-1-antitrypsin 1-1

Alpha-1-antitrypsin 1-2

Alpha-1-antitrypsin 1-3

Alpha-1-antitrypsin 1-4

Alpha-2-HS-glycoprotein

Alpha-actinin-4

Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family B member 2
Ankyrin repeat domain-containing protein 53
Ankyrin repeat domain-containing protein SOWAHB
Annexin A2

Annexin A5

Arf-GAP with GTPase_ ANK repeat and PH domain-containing protein 2
Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic
Aspartate--tRNA ligase_ mitochondrial

Asporin

3826
9985
5745
355
522
522
522
522
522
522
671
67
131
1328
115
299
299
299
299
309
163
56
72
46
467
57
72
54
55
685

1.09
1.06
0.62

0.26
KO C*

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
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Q9DB20
P28653
P70408
Q9CZM9
Q8BH59
PODP26
PODP27
PODP28
Q9JM83
Q9D6P8
Q9R0G6
Q640L3
Q9CZU6
Q62507
Q04857
Q60847
Q02788
P21180
Q8VCG4
Q80YPO
Q9CZz13
Q62425
P62897
P56656
P28654
Q9QZZ6
QIQYI3
Q99LC5
P10126
P62631

ATP synthase subunit O_ mitochondrial

Biglycan

Cadherin-10

Calcium-activated potassium channel subunit beta-2
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl
Calmodulin-1

Calmodulin-2

Calmodulin-3

Calmodulin-4

Calmodulin-like protein 3

Cartilage oligomeric matrix protein

Cell cycle progression protein 1

Citrate synthase_ mitochondrial

Cochlin

Collagen alpha-1(VI) chain

Collagen alpha-1(XIl) chain

Collagen alpha-2(VI) chain

Complement C2

Complement component C8 gamma chain
Cyclin-dependent kinase 3

Cytochrome b-c1 complex subunit 1 mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4
Cytochrome c_ somatic

Cytochrome P450 2C39

Decorin

Dermatopontin

DnaJ homolog subfamily C member 7

Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial

Elongation factor 1-alpha 1
Elongation factor 1-alpha 2

92
176
74
139
146
579
447
447
288
76
175
45
80
217
227
56
186
a7
121
85
30
515
163
70
1379
207
60
70
237
202

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
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Q05816
054974
P06745
P46412
Q8BH60
Q61696
P17879
P16627
P14602
P68433
P84228
P84244
P02301
P62806
Q3USB7
Q80V72
Q5SF07
Q9D783
A2AUCY
Q61765
Q62168
Q8KOY2
Q61897
Q9D646
Q49714
B1AQ75
P08730
Q61781
Q61414
Q9Z2K1

Fatty acid-binding protein 5
Galectin-7

Glucose-6-phosphate isomerase
Glutathione peroxidase 3

Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-containing protein

Heat shock 70 kDa protein 1A
Heat shock 70 kDa protein 1B
Heat shock 70 kDa protein 1-like
Heat shock protein beta-1

Histone H3.1

Histone H3.2

Histone H3.3

Histone H3.3C

Histone H4

Inactive phospholipase C-like protein 1
Inositol hexakisphosphate kinase 2
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2
Kelch-like protein 40

Kelch-like protein 41

Keratin_ type | cuticular Hal
Keratin_ type | cuticular Ha2
Keratin_ type | cuticular Ha3-I
Keratin_ type | cuticular Ha3-II
Keratin_ type | cuticular Ha4
Keratin_ type | cuticular Ha5
Keratin_ type | cuticular Ha6
Keratin_ type | cytoskeletal 13
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Keratin_ type | cytoskeletal 15
Keratin_ type | cytoskeletal 16

97
353
90
172
59
121
121
60
223
355
355
355
355
3378
129
122
62
65
80
3733
218
3667
3617
3411
510
1152
300
2702
1948
957

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
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QIQWL7
P05784
P19001
A1L317

Q8VCW?2
Q92320
ABBLY7
Q6IFX3
QBIFX2

QBRHWO
Q6IMFO

Q9ERE2
Q99M74
Q99M73
Q9Z2T6
P97861

Q3UV17
P07744

Q9DCV7

QIROH5
Q6IME9

QB6NXH9
Q6IFZ9

Q8VED5
P11679
035367
Q9R190
B1AYB6
Q62000
P04247

Keratin_ type | cytoskeletal 17
Keratin_ type | cytoskeletal 18
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 24
Keratin_ type | cytoskeletal 25
Keratin_ type | cytoskeletal 27
Keratin_ type | cytoskeletal 28
Keratin_ type | cytoskeletal 40
Keratin_ type | cytoskeletal 42
Keratin_ type | cytoskeletal 9
Keratin_ type Il cuticular 87
Keratin_ type Il cuticular Hbl
Keratin_ type Il cuticular Hb2
Keratin_ type Il cuticular Hb4
Keratin_ type Il cuticular Hb5
Keratin_ type Il cuticular Hb6

Keratin_ type Il cytoskeletal 2 oral

Keratin_ type Il cytoskeletal 4
Keratin_ type Il cytoskeletal 7
Keratin_ type Il cytoskeletal 71
Keratin_ type Il cytoskeletal 72
Keratin_ type Il cytoskeletal 73
Keratin_ type Il cytoskeletal 74
Keratin_ type Il cytoskeletal 79
Keratin_ type Il cytoskeletal 8
Keratocan

Metastasis-associated protein MTA2
Methyl-CpG-binding domain protein 5

Mimecan
Myoglobin

1480
218
1288
329
574
574
218
472
1288
125
2283
2810
95
321
2125
2810
197
197
223
426
140
483
426
179
422
163
58
45
111
620

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
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Q91W39
Q8R4R6
Q9Z1MO0
P17742
P15331
P48678
P62962
Q9JK53
Q3UY34
P27773
P14069
Q8VCL2
Q9D051
Q9JL25
Q91YM2
035130
Q92111
Q8BVL3
Q8K031
088935
054887
Q9Z1T2
QIWVA4
P40142
P68369
P05213
P68373
P05214
P68368
Q9JJZ2

Nuclear receptor coactivator 5
Nucleoporin NUP35

P2X purinoceptor 7

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Peripherin

Prelamin-A/C

Profilin-1

Prolargin

Protein CUSTOS

Protein disulfide-isomerase A3

Protein S100-A6

Protein SCO2 homolog_ mitochondrial
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta_ mitochondrial
Regulator of G-protein signaling 1
Rho GTPase-activating protein 35
Ribosomal RNA small subunit methyltransferase NEP1
Serotransferrin

Sorting nexin-17

StAR-related lipid transfer protein 8
Synapsin-1

Testis-specific serine kinase substrate
Thrombospondin-4

Transgelin-2

Transketolase

Tubulin alpha-1A chain

Tubulin alpha-1B chain

Tubulin alpha-1C chain

Tubulin alpha-3 chain

Tubulin alpha-4A chain

Tubulin alpha-8 chain

70
67
72

706

749

285

114

706
94
53

713
67

146
50

168
93
88

148
79
54
71

142

275
96

262

322

262

262

301

240

KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
KO C*
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A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 55 KO C* -
Q7TMM9 Tubulin beta-2A chain 483 KO C* -
Q9CWF2  Tubulin beta-2B chain 483 KO C* -
Q9ERD7 Tubulin beta-3 chain 589 KO C* -
Q9D6F9 Tubulin beta-4A chain 424 KO C* -
P68372 Tubulin beta-4B chain 479 KO C* -
P99024 Tubulin beta-5 chain 636 KO C* -
Q922F4 Tubulin beta-6 chain 211 KO C* -
Q3U1lV6 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 3 57 KO C* -
Q9CPX6 Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 100 KO C* -
Q80U95 Ubiquitin-protein ligase E3C 44 KO C* -
Q24JP4 Uncharacterized protein C5o0rf47 homolog 145 KO C* -
Q60932 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 187 KO C* -
054927 WD repeat and SOCS box-containing protein 1 57 KO C* -
Q8CDC7 Zinc finger and BTB domain-containing protein 9 71 KO C* -
Q8CCG1 Zinc finger C2HC domain-containing protein 1C 58 KO C* -
Q62158 Zinc finger protein RFP 111 KO C* -
E9Q309 Centrosome-associated protein 350 42 WT C* -
P12787 Cytochrome c oxidase subunit 5A_mitochondrial 468 WT C* -
Q9WVF7 DNA polymerase epsilon catalytic subunit A 30 WT C* -
Q2MHES5 Docking protein 6 180 WT C* -
Q69ZB0 Leucine-rich repeat and coiled-coil domain-containing protein 1 48 WT C* -
P09041 Phosphoglycerate kinase 2 62 WT C* -
Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain 49 WT C* -
Q8vC23 Uncharacterized protein C110rf86 homolog 175 WT C* -

“Identificacdo baseada no ID das proteinas do banco de dados Uniprot Database (http://wwwwww.uniprot.org/).

"Proteinas com expressao significativamente alterada est&o organizadas de acordo com a raz&o.
A expresséo diferencial entre os grupos foi expressa em p <0.05. Proteinas destacadas em negrito encontram-se aumentadas ou diminuidas mais que 2 vezes.
* Proteinas Unicas de cada grupo, dentro dessa comparacao.
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A figura 18 mostra a andlise funcional de acordo com o processo do sistema
imunolégico por Gene Ontology (GO) com o termo mais significativo para a
comparacédo entre WT CAIA vs. WT C. Dentre eles, as categorias com 0S maiores
percentuais de genes mais afetados no processo do sistema imunoldgico foram
maturacao eritrocitaria (14,3%), desenvolvimento de eritrocitos (42,9%) e resposta
imune inata na mucosa (42,9%).

Immune System Process
WT CAIAvs WT C

erythrocyte maturation

innate immune response in mucosa

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0

Figura 18. Gréfico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas identificadas com
expresséo diferencial na comparagdo WT CAIA vs WT C. Categoria de proteinas baseadas na ontologia
genética (GO) do amplo Processo do Sistema Imune. SignificAncia (Kappa= 0.04) e distribuicdo de
acordo com a porcentagem do nimero de genes associados. A ontologia genética foi avaliada segundo
os pluggins ClueGo®v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2.

A figura 19 mostra a andlise funcional de acordo com o processo do sistema
imunolégico por Gene Ontology (GO) com o termo mais significativo, para a
comparacao entre KO CAIA vs. KO C. Nas categorias com porcentagens de genes no
envolvidos no sistema imunolégico, desenvolvimento de osteoclastos (8,3%),
maturacdo de eritrocitos (8,3%), regulacdo positiva da quimiotaxia de neutrofilos
(8,3%), regulacdo negativa de CD4 positivo, alfa -beta proliferacéo de células T (8,3%)

e producdo de citocinas de células dendriticas mieloides (8,3%), enquanto as
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categorias com as porcentagens mais afetadas foram desenvolvimento de células

mieldides (33,3%) e resposta imune inata na mucosa (25,0%).

Immune System Process
KO CAIA vs KOC

myeloid dendritic cell cytokine production

negative regulation of CD4-positive, alpha-beta T
cell proliferation _

positive regulation of neutrophil chemotaxis
myeloid cell development

erythrocyte maturation

osteoclast development

innate immune response in mucosa

00 50 100 15,0 20,0 250 30,0 350

Figura 19. Grafico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas identificadas com
expressdo diferencial na comparacdo KO CAIA vs KO C. Categoria de proteinas baseadas na ontologia
genética (GO) do amplo do Sistema Imune. Significancia (Kappa= 0.04) e distribuicdo de acordo a
porcentagem do nimero de genes associados. A ontologia génica foi avaliada segundo os pluggins
ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2.

A figura 20 mostra a andlise funcional de acordo com o processo do sistema
imunolégico por Gene Ontology (GO) com o termo mais significativo, para a
comparacao entre KO CAIA vs. WT CAIA. Nas categorias com porcentagens de genes
no processo do sistema imunoldgico, gostariamos de enfatizar o estabelecimento da
polaridade das células T (14,3%), a regulacéo positiva da resposta inflamatoria aguda
ao estimulo antigénico (14,3%), desenvolvimento de osteoclastos (14,3%) e regulacdo
positiva da resposta imune humoral mediada pela circulagdo (14,3%), enquanto a
categoria com a porcentagem mais afetada foi o desenvolvimento de células miel6ides

(42,9%).
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Immune System Process
KO CAIAvs WT CAIA

positive regulation of humoral immune _________________
response mediated by circulating \
immunoglobulin

myeloid cell development
osteoclast development
positive regulation of acute inflammatory _
response to antigenic stimulus

establishment of T cell polarity

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0

Figura 20. Grafico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas identificadas com
expressao diferencial na comparacdo KO CAIA vs WT CAIA. Categoria de proteinas baseadas na
ontologia genética (GO) do amplo Processo do Sistema Imune. Significdncia (Kappa= 0.04) e
distribuicdo de acordo a porcentagem do nimero de genes associados. A ontologia génica foi avaliada
segundo os pluggins ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2.

A figura 21 mostra a andlise funcional de acordo com o processo do sistema
imunolégico por Gene Ontology (GO), com o termo mais significativo para a
comparacao entre KO C vs WT C. Nas categorias com porcentagens de genes no
processo do sistema imunologico, gostariamos de enfatizar a regulacdo positiva da
resposta inflamatéria aguda ao estimulo antigénico (10,0%), regulacdo positiva da
citotoxicidade mediada por células T (10,0%), estabelecimento da polaridade das
células T (10,0 %), enquanto as categorias com 0s percentuais mais afetados foram
desenvolvimento de eritrocitos (20,0%) e resposta imune humoral antimicrobiana

mediada por peptideo antimicrobiano (50,0%).
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Immune System Process
KOCvs WTC

antimicrobial humoral immune response mediated
by antimicrobial peptide

erythrocyte development _

positive regulation of acute inflammatory
response to antigenic stimulus

positive regulation of T cell mediated cytotoxicity -

establishment of T cell polarity

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 21. Grafico da distribuicdo funcional em porcentagem, das proteinas identificadas com
expresséao diferencial na comparacdo KO C vs WT C. Categoria de proteinas baseadas na ontologia
genética (GO) do amplo Processo do Sistema Imune. Significancia (Kappa= 0.04) e distribuicdo de
acordo com a porcentagem de numero de genes associados. A ontologia genética foi avalizada
segundo os plugins ClueGo® v.2.5.7 do software Cytoscape® 3.8.2.




6 DISCUSSAO







Discussao 131

6 DISCUSSAO

E de conhecimento que os leucotrienos sdo mediadores lipidicos envolvidos na
inflamacdo de doencas osteo inflamatérias, podendo ainda, acentuar a magnitude

desse processo inflamatério, como na artrite reumatoide.

As caracteristicas histopatoldgicas da sinovite na artrite reumatoide incluem,
hiperplasia da membrana sinovial, devido ao acumulo de macrofagos e uma
proliferacdo exacerbada de sinoviécitos, semelhantes a fibroblastos ativados, assim

COmo processos neoangiogénicos e o influxo de inimeras células do sistema imune*
65)

Como ja mencionado, no presente trabalho, o maximo grau de sinovite
apresentado nos animais que receberam a inducao da artrite foi classificado como

moderada, de acordo com Krenn et al, 200262,

Perilli e colaboradores (2015)®% ao induzirem a artrite reumatoide em
camundongos Balb/c, pelo método CAIA, reportaram que 90% dos camundongos
apresentaram score elevados nas patas, baseado no score clinico, mensurado por
paquimetro. Os mesmos autores sugerem que a medicdo por pletismémetro,
equipamento capaz de detectar mudancas no volume das patas dos animais, seja
preferivel, entretanto devido ao tamanho pequeno das patas dos camundongos, esse

método nem sempre € 0 mais adequado.

Em nosso trabalho, ndo obtivemos uma sinovite severa, como Perilli e
colaboradores 2015®9). O grau inflamatério moderado encontrado no grupo wild type
nos direciona a questionar se o método CAIA seria a melhor alternativa para o estudo
da artrite reumatoide na linhagem 129/Sv, uma vez que ndo obtivemos uma doenca

sistémica, caracteristica nessa condicao.

Nossos achados mostraram que os animais WT CAIA apresentaram uma
sinovite moderada, demonstrado nos ensaios de HE e Tricrbmico de Masson, em
contrapartida, os animais KO CAIA, ndo desenvolveram a doenga. Adicionalmente,
nossos dados na imunomarcacao de IL-1B, confirmam os resultados de coloracao,
pois o grupo WT CAIA apresentou uma imunoexpressdo dessa interleucina,

significantemente maior (p<0,005) em comparac¢do ao WT controle. Por outro lado, os
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grupos 5-LO KO, ndo apresentaram diferenca ao compararmos com o wild type

controle.

As citocinas regulam indmeros processos inflamatorios, e dentro de uma rede
regulatéria complexa, estao relacionadas a processos imunolégicos especificos que
acarretam numa autoimunidade, inflamacé&o cronica e destruicdo do tecido®”). Muitas
estdo implicadas no inicio e na progressao da artrite reumatoide, por exemplo, sédo
mediados por citocinas pro inflamatérias, incluindo fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), interleucinas IL-1B, IL-6 entre outros(®®).

A literatura reporta que as interleucinas IL-1 a e IL-1 3, sdo consideradas
citocinas pro inflamatérias que conduzem as respostas imunes inatas, induzindo
guimiocinas e citocinas para ativar e recrutar células do sistema imune, promovendo
deste modo, a inflamacgéo. Além disso, a IL-1 estimula a resposta imune adaptativa,
ativando e promovendo células T helper (Th) 17 que produzem IL-17A e outras
citocinas. A IL-17A, por sua vez, estimula a producédo de quimiocinas para recrutar
neutrofilos e outras células imune para a regiao inflamada, sendo ambas envolvidas

na patofisiologia da artrite reumatoide®%79,

Ruzek e colaboradores (2018)(" ao neutralizarem IL-1 e IL-17A, com
anticorpos monoclonais anti IL-13 e anti IL-17A em modelos animais, verificaram que
essa neutralizacdo quando aplicada isoladamente reduziu o inchago nas patas,
entretanto a combinacdo de ambos, promoveu uma diminuicdo mais significativa.
Adicionalmente, a avaliacdo histolégica confirmou uma inibicdo significativamente
maior da inflamacao na regido articular, bem como a prevencao de danos a cartilagem

e erosao 6ssea com o tratamento combinado em comparacdo com a monoterapia.

A producédo de IL-6, por sua vez, também pode ser induzida por infeccdo e
outros tipos de inflamacdo. A IL-6 é prontamente produzida, principalmente por
macrofagos, em resposta a patdégenos ou padrdes moleculares associados a danos
relacionados a inflamacdo, desempenhando uma funcdo protetora, removendo
agentes infecciosos e cicatrizando tecidos danificados por meio da inducéo de fase

aguda e respostas imunoldgicas(® 7.

Pesquisadores reportam que niveis desregulados de IL-6 sdo associados a
vérias doencas imunoldgicas, como a artrite reumatoide, artrite idiopética juvenil

sistémica, doenga de Crohn entre outros. A tocilizumabe, por exemplo, € um anticorpo
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monoclonal anti-receptor da IL-6 humanizado e foi o primeiro farmaco que visa o

receptor da IL-6(75).

Alguns estudos ainda, tem demonstrado que pacientes com AR, apresentam
uma melhora em termos de sintomas e qualidade de vida, ao fazerem uso de drogas
gue possuem como alvo, antagonistas de IL-6 ou 0 seu receptor, principalmente para
pacientes que nao respondem adequadamente a terapia classica, por isso, estudos
mais aprofundados sdo necessarios para identificar o padrdo ouro para o tratamento
da AR(4),

Apesar da interleucina, IL-6 estar envolvida na resposta inflamatoria na artrite
reumatoide, nossos resultados ndo apresentaram diferenca na imunoexpressao, ao
compararmos o grupo WT CAIA com os demais, entretanto, a explicacdo para tal
evento, poderia estar associado ao numero amostral. Devido a problemas
metodologicos, apenas 3 animais por grupo, foram direcionados para os ensaios de
coloracdo e imunomarcacao. Adicionalmente, podemos verificar uma tendéncia na

imunoexpressao da IL-6 para o grupo WT CAIA.

Os mecanismos relacionados a destruicdo e remodelamento 6sseo na AR,
assim como a complexidade da patogénese que envolve a proliferacdo celular,
ativacao de fatores pro-inflamatérios e angiogénese, ainda sdo pouco elucidados. O
CD31, ou PECAM-1 (molécula de adesao de células endoteliais de plaguetas) € uma
proteina encontrada na superficie de plaguetas, mondcitos, neutréfilos e alguns tipos
de células T, constituindo grande parte das células endoteliais das juncdes

intercelulares(®,

Melinte e colaboradores (2012)(7® ao compararem histologicamente a
membrana sinovial e cartilagem entre pacientes com AR e osteoartrite, verificaram
gue a neovascularizacdo, caracterizada pelo aumento de pequenos vasos,
imunomarcadas por CD31, foi mais intensa em amostras de pacientes com AR, com
intensa vascularizacdo ao redor da cartilagem degenerada, principalmente nas areas
de invasdo. Em nosso estudo, encontramos uma diferenca significativa na
imunoexpressao de CD31, em ambos os grupos que receberam a indugéo da artrite
reumatoide em comparacdo ao wild type controle, entretanto, ndo encontramos
proliferacao vascular acentuada, uma vez que a sinovite foi moderada e sem formacéao

de centro germinativo, mais comum na presenca de uma sinovite severa.
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A literatura relata que os fibroblastos sdo mediadores importantes em doengas
inflamatérias e fibréticas cronicas. Além disso, faz o intermédio a deposi¢cao de matriz
normal e a inflamagéo na cicatrizagdo de feridas. Os fibroblastos cronicamente
ativados, podem se diferenciar em mioblastos que produzem colageno e sao
necessarios para a fibrose no pulmao, figado, intestino, pele, entre outros”). Os
fibroblastos sinoviais, por sua vez, secretam citocinas e quimiocinas, invadindo e
degradando a cartilagem e consequentemente, estimulando os osteoclastos na

erosao 0ssea(’880),

Rosa et al 2020%4, ao investigarem alteracbes nas células estromais
TC/CD34+ em amostras de articulacdo de pacientes com artrite reumatoide,
constataram que a sinovite na AR, pode ser caracterizada por uma diminuigéo notavel
na imunoexpressao de CD34, devido ao comprometimento grave na rede de células
estromais TC/CD34+ em toda regido sinovial, sugerindo uma investigagdo mais
aprofundada se essas células simplesmente degeneram e desaparecem ou podem
alterar seu imunofenotipo ao perder a expressao de CD34. Em nossos resultados de
imunofluorescéncia, a imunoexpressdo para CD34 nao apresentou diferenca
significativa na comparacao entre os grupos controles e os que receberam inducao da
artrite reumatoide, ressaltando ainda, que apenas o grupo WT CAIA, apresentou uma

sinovite moderada.

A analise protedmica identificou inidmeras proteinas, que se mostraram
reguladas positiva ou negativamente. Vale ressaltar que foram encontradas proteinas
exclusivas dentro de cada comparacédo realizada e foi realizada uma classificacédo

funcional, identificando os maiores percentuais de genes envolvidos na AR.

E de conhecimento que o colageno tipo | é considerado uma proteina chave,
pois esta intimamente relacionado com a qualidade, forca e saude éssea, sendo a
principal proteina da matriz organica no 0sso, estando ainda, envolvido no processo
de maturac&o, desenvolvimento e mineralizagdo 6ssea®b. A literatura demonstra que
mutacdes génicas codificam diferentes tipos de colageno, levando a uma baixa
mineralizacdo 0ssea, entretanto, polimorfismos genéticos do gene da cadeia alfa 1,
do colageno tipo |, também estédo associados a baixa densidade mineral 6ssea e risco
de fraturas. Adicionalmente, a atividade funcional dos gendétipos polimérficos esta

associada ao aumento da atividade de transcricdo e aumento da sintese de colageno
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gue leva ao desequilibrio na relacdo da cadeia alfa-1 e alfa-2 normal (2: 1) do colageno

tipo |, percebido em disturbios de mineralizacédo éssea e queda da forca 6ssea®?.

Deste modo, nossos resultados condizem com Kotisk e colaboradores
(2013)®D, na analise de proteinas diferencialmente expressas, foram identificadas um
aumento do colageno tipo I, alfa-1 e alfa-2, reguladas positivamente em 7 e 5x no WT
CAIA em relacdo ao WT controle, respectivamente (Tabela 3), devido a presenca do
infiltrado inflamatério instalado em decorréncia do desenvolvimento da AR.
Adicionalmente, a mesma proteina apresentou-se 2.8 e 2.56x, respectivamente,
aumentadas, ao compararmos o0s grupos KO CAIA vs KO C (Tabela 4), sugerindo que
esse aumento poderia estar relacionado a uma tentativa de resposta do sistema

imune, diante da presenca LPS.

Na comparagao entre os grupos controles KO C vs WT C, identificamos uma
regulacdo positiva do colageno tipo I, alfa-1 e alfa-2 em 2.36 e 2.24x nos animais
knockouts, respectivamente (Tabela 4). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
auséncia de leucotrienos esta relacionada a maior potencial de diferenciacdo e
mineralizacdo de osteoblastos, devido ao aumento da atividade de fosfatase alcalina
e deposicdo de calcio da matriz extracelular, levantando a hipotese de que genes
classicos relacionados a formacao 0ssea estariam superexpressos (dados ainda nao
publicados)®?, como demonstrado em nossos resultados acima mencionados em

relacéo ao colageno.

Uma explicacdo para o aumento expressivo de albumina em 5.47x no grupo
WT CAIA (comparacdo WT CAIA vs WT C) e em 2.08x no grupo KO CAIA
(comparacédo KO CAIA vs KO C) (Tabelas 3 e 4, respectivamente) estaria no fato de
gue a producdo exacerbada de EROs (espécies reativas de oxigénio) presente na
articulacéo inflamada, tem sido implicado como mediador inflamatério na condicao de
artrite reumatoide®, concomitantemente com citocinas pro inflamatérias, pois o
excesso de EROs pode promover uma modificacdo na regido N-terminal da albumina
sérica humana, resultando em uma albumina modificada pela isquemia.
Adicionalmente, produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP), considerado
marcador de estresse oxidativo, encontra-se aumentado em pacientes com AR, sendo
gue a formacado ocorre através da acdo do estresse oxidativo especialmente sobre a
albumina®* 8%, Adicionalmente, diante de uma resposta inflamatdria, temos a

presenca de uma vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar que




136 Discusséao

inicialmente levardo para o espaco extravascular, eletrélitos e pequenas moléculas e

posteriormente albumina e fibrinogénio©?,

Uma outra proteina que merece nossa atencdo € a fiboromodulina, regulada
positivamente em 5.26x no grupo com artrite reumatoide induzida (comparacédo WT
CAIA vs WT C) e 12.80x no grupo knockout (comparacado KO C vs WT C) (Tabela 3 e
6, respectivamente), essa proteina encontra-se presente na matriz extracelular com
multiplas cadeias laterais de queratina, expressa e envolvida no desenvolvimento e
manutencdo da cartilagem, bem como na progressido da artrite®®, O fato dessa
proteina estar aumentada no grupo WT CAIA, estaria relacionado a inflamacéo
instalada, devido a condicéo da artrite. Por outro lado, a explicacdo de um aumento
em aproximadamente 13x no grupo knockout, estaria relacionado ao desenvolvimento
e manutencdo do colageno e a um potencial de reparacdo mais acentuada, como

observada pelo nosso grupo de pesquisa‘®?.

Observamos também, uma superexpressdao em mais de 4x no WT CAIA e 2x
no KO CAIA, de gqueratinas de citoesqueleto de diferentes tipos e isoformas, que
estariam relacionados a uma reorganizacdo do citoesqueleto devido ao ambiente
inflamado. Segundo Aidinis et al 2005@"), evidencias demonstraram que o
citoesqueleto possui um papel importante na regulacéo de varios processos celulares
ligados a transformacéao celular e tumorigénese, assim como nos fibroblastos sinoviais

artriticos.

Um outro dado que nos chamou a atencdo, foi a regulacdo positiva da
Vimentina em 3x no grupo KO CAIA (comparacdo KO CAIA VS KO C). A vimentina
possui um papel importante na estabilizacdo da arquitetura do citoplasma e segundo
Su e colaboradores (2019)®®, a superexpressdo dessa proteina, poderia reduzir
significantemente a apoptose de mondcitos em resposta a exposi¢cdo ao LPS,
sugerindo um potencial modulador da imunidade inata, uma vez que na supressao da
Vimentina, desencadeou-se um aumento de citocinas pro inflamatérias (IL-6 e TNF-
a). Em contrapartida, citocinas anti-inflamatdrias (como por exemplo, IL-10) reguladas
positivamente em células com superexpressao de Vimentina. Deste modo, 0 aumento
na expressao de Vimentina nos animais knockout sugere uma resposta do sistema
imune frente ao coquetel indutor da artrite reumatoide, assim como ao estimulo por
LPS.
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Um dado que merece aten¢do, na comparacao entre os grupos wild type, é o
fato que grupo WT CAIA apresentou uma superexpressdo de 2 a 4x de varias
isoformas de Histonas, aproximadamente 30, e na comparacdo entre 0S grupos
knockouts, essa superexpressao foi de 2x, em aproximadamente 15 isoformas de
Histonas no grupo KO CAIA. Adicionalmente, a mesma proteina nao foi identificada
sub ou superexpressa na comparagdo KO CAIA vs WT CAIA. Em contrapartida, ao
compararmos 0sS grupos controles, 15 isoformas de Histonas foram identificadas
reguladas positivamente no grupo knockout em 3 a 6x.

Estudos tem demonstrado a associacdo entre variantes genéticas e artrite
reumatoide, empregados na epigenética®, incluindo metilacdo de DNA e acetilagdo
de Histonas que podem ter um papel no desenvolvimento da AR®®, O maior estudo
de metilacdo do DNA de AR em individuos ndo aparentados identificou nove grupos
com um padrao de metilacédo diferencial na regido HLA em comparac¢ao com controles
saudaveis, sugerindo que o efeito genético das variantes de risco HLA atua, em parte,

em virtude da metilacéo alterada do DNA®Y,

A literatura demonstra que a metilacdo do DNA fornece um mecanismo pelo
gual fatores ambientais podem induzir mudancas na atividade celular. Em fumantes,
por exemplo, os niveis de metilacdo eram mais altos em individuos com AR ACPA-
positivo (Anticorpos antiproteina citrulinada positivo) que carregavam o alelo de risco
HLA-DRB1 do que naqueles que ndo carregavam, esta diferenca na metilagdo nao foi
observada em n&do fumantes®. Adicionalmente, dois estudos relataram que
diferentes padrdes de metilacdo e transcricdo do DNA ocorrem em sinoviécitos
semelhantes a fibroblastos de diferentes articulagbes em pacientes com AR, este
achado pode fornecer um mecanismo para explicar por que a AR tende a ser simétrica
e afeta algumas articulagcGes mais severamente do que outras®®. Deste modo, varios
estudos tem demonstrado que modificacBes epigenéticas como, metilacdo de DNA,
modificacdes de histonas e microRNA, possuem um papel importante ndo apenas no

desenvolvimento do cancer, assim como na artrite reumatoide.

Por outro lado, a proteina Ecotropic viral integration site 5, apresentou uma
regulacao positiva de aproximadamente 3x, no grupo KO CAIA, ao compararmos 0S
grupos que receberam a inducéo da artrite. Essa proteina possui um papel importante

na regulacgdo do ciclo celular, citocinese e trafego de membrana celular, atuando como
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um fator de estabilizagdo, mantendo o complexo promotor da anafase/ciclossoma,

resultando no acimulo de ciclinas®.

Proteinas relacionadas a atividade motora foram identificadas nos grupos
analisados, como miosinas, actinas e suas isoformas. Alteracdes nessas estruturas
estdo relacionadas a mecanismos regulatérios de inibicdo/ativacdo da atividade

motora®>,

Nossos resultados protedmicos evidenciam e reafirmam os dados
apresentados nas coloracdes assim como nas imunomarcacdes de que a metodologia
aplicada na inducado da artrite reumatoide, apenas promoveu o desenvolvimento da
artrite reumatoide, classificada como uma sinovite moderada nos camundongos wild

type (129/Sv), diferentemente dos knockouts que néo desenvolveram a doenca.

Segundo Mendes e Silveira (2014)®® o envolvimento do LTBs4 no
desenvolvimento da artrite reumatoide é de se considerar, pois 0 B4 € um potente
mediador lipidico pro inflamatoério, sintetizadas pelas células do sistema imune,

estimulando a producéo de varias citocinas.

Os nossos resultados nos direcionam a hipotese de que os animais knockout
para 5-lipoxigenase, KO CAIA, apresentaram uma resisténcia ao modelo de inducao
da artrite reumatoide, pois néo foi detectado a presenca de sinovite nas articulacbes
desses animais, de acordo com a classificacdo de Krenn et al (2002)®2

diferentemente do grupo WT CAIA.

Adicionalmente, a exclusividade do knockout apresentar varios subtipos da
proteina Glutathione S-transferase Mu, envolvidos na desintoxicacdo celular e na
defesa antioxidante®”) reforga nossos resultados do papel dos leucotrienos no nédo

desenvolvimento da artrite reumatoide induzida nesses grupos.

Segundo Maclouf (1989)®® demonstrou que por meio da biossintese
transcelular, as células podem atuar de forma cooperativa para a producdo de
leucotrienos. Portanto, células como neutrofilos geram LTA4 que uma vez liberado
pelas células, é usado por plaquetas para producéo de LTC4ou pelos eritrécitos, para
a producédo de LTB4 e este processo, pode ter uma eficiéncia em que 60 — 70% dos
LTA4 produzidos pelos neutrdfilos ativados, podem ser liberados em outras células

para a biossintese transcelular de leucotrienos®® 100),
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Deste modo, ao analisarmos 0s percentuais de genes mais afetados na
classificacéo funcional dos processos do sistema imunoldgico nas comparagdes, KO
CAIA vs KO C e KO C vs WT C, encontramos um percentual de 8.3% para a
maturacao de eritrécitos e 20% no desenvolvimento de eritrdcitos, respectivamente,
gue poderiam estar, portanto, relacionados na tentativa de biossintese transcelular de
leucotrienos, atuando como um mecanismo de compensacdo, devido ao

silenciamento do gene Alox5.

Adicionalmente, os percentuais de genes afetados e envolvidos tanto o
desenvolvimento quanto a maturacdo de eritrécitos, (42,9% e 14,3%
respectivamente), na comparacao WT CAIA vs WT C, estaria relacionada a presenca
do processo inflamatorio na doenca autoimune e uma relacdo com a anemia, visto
gue € essa condicAo € comumente apresentada em pacientes com artrite

reumatoide(10b),

Enfatizamos ainda que em duas comparacdes, KO CAIA vs KOC e KO CAIA
vs WT CAIA, o grupo KO CAIA apresentou percentuais génicos alterados de
desenvolvimento de células mieloides em 33,3% e 42,9%, respectivamente, sugerindo
gue esta alteracdo estaria relacionada a dois fatores: ao processo inflamatério na
tentativa de induzir a artrite reumatoide e como um mecanismo de compensacao da
atuacado dos eritrocitos, na tentativa de produzir leucotrienos, relacionado a

biossintese transcelular.

Na categoria de resposta imune na mucosa, baseado nos processos
imunoldgicos da ontologia genética, identificamos porcentagens de 42,9 e 25% nos
grupos com artrite induzida, nas comparacdes WT CAIA x WT C e KO CAIA x KO C,
respectivamente. O percentual encontrado no grupo wild type, evidencia a inflamacéo
mais acentuada em relacdo ao knockout. A resposta imune na mucosa € a primeira
linha de defesa da resposta adaptativa, frente a desafios infecciosos e varios fatores
podem influenciar no desenvolvimento dessa resposta, como o estado nutricional,
fatores genéticos, exposicdo a antigenos, entre outros®?, A mucosa, portanto, é
considerada a interface por meio da qual o hospedeiro interage com o ambiente e
praticamente em todos os locais da mucosa, ha mecanismos de barreiras fisicas e
imunol6gicas com o objetivo de proteger o hospedeiro contra patdgenos ou toxinas

potencialmente prejudiciais presentes nesse ambiente (%),
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Em relacdo a porcentagem de genes afetados no grupo knockout, na
comparacao KO CAIA vs WT CAIA, identificamos a regulagédo positiva da resposta
imune humoral mediada por imunoglobulinas circulantes, regulacdo positiva da
resposta inflamatéria aguda ao estimulo antigénico e desenvolvimento de
osteoclastos, todos com 14,3%. Esses resultados apontam para uma resposta imune
frente a um ambiente inflamatério. Tendo em vista que os animais knockouts néo
desenvolveram a AR, ndo podemos ignorar a presenca de algumas células
inflamatérias na regido articular. Deste modo, os genes acima mencionados
explicariam a presenca de anticorpos circulantes contribuirem para a imunidade,
estimulando a eliminacdo do patégeno e outras vias, na tentativa de combater e ou
destruir o agente maléfico. A auséncia total ou parcial de leucotrienos parece ter

contribuicdo positiva na resposta imune frente a um patogeno.

Desafios encontrados

Diante do exposto, € importante pontuarmos algumas dificuldades e/ou

limitacdes encontradas no presente estudo.

A proposta inicial do projeto, seria a coleta e analise da articulacdo do joelho,
regido comumente afetada na artrite reumatoide. Entretanto, apos analise dos cortes
histoldgicos, verificou-se que ndo havia processo inflamatério nessa articulacdo, mas,
as patas anteriores e posteriores, apresentavam sinais clinicos do desenvolvimento

da doenca.

Diante disso, uma nova inducdo da artrite com o coquetel de anticorpos
monoclonais anti-colageno tipo Il foi realizado, mas com um numero amostral
reduzido, devido aos custos para aquisicdo do indutor, o que consequentemente
impossibilitou um numero maior de amostras paras 0s ensaios de coloracdo e

imunoexpressao.

Adicionalmente, gostariamos de enfatizar a limitacdo da técnica aplicada na
inducdo da artrite, no presente trabalho. A metodologia adotada foi seguindo as
recomendacdes do proprio fabricante (Chondrex) para o tipo de linhagem de
camundongo, uma vez que, o modelo tradicional, CIA, ndo é recomendado para a

linhagem 129/Sv, pois estes, apresentam uma resisténcia a essa técnica,

recomendando, portanto, 0 modelo CAIA.
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7 CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, podemos considerar que 0s leucotrienos
possuem um papel importante no desenvolvimento da artrite reumatoide, pois ao
induzirmos a AR em animais deficientes de leucotrienos, oS mesmos néo
desenvolveram a doenca. Em contrapartida, o grupo wild type, apresentou uma
sinovite moderada, com diferencas significativas na expressdao dos marcadores
inflamatérios IL-1p e uma tendéncia positiva para IL-6. Enfatizamos ainda, que a
técnica aplicada para inducdo da artrite ndo desenvolveu um quadro sistémico nos
camundongos wild type, visto que a articulacdo do joelho, por exemplo, nao
apresentou infiltrado inflamatorio. Em relagéo a analise proteGmica, varias proteinas
se apresentaram reguladas positiva ou negativamente nas comparacoes realizadas,
como proteinas relacionadas a producdo de coladgeno e presentes no processo
inflamatorio, confirmando ainda os resultados das coloragdes, pois nao identificamos
proteinas envolvidas no processo inflamatério mais severo, como metaloproteinases
de matriz. Adicionalmente, proteinas exclusivas no grupo 5-LO foram identificadas,
consideradas antioxidantes, nos direcionando a hipétese de que essas proteinas
estariam sim, envolvidas no ndo desenvolvimento da sinovite nos camundongos

knockout.
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Departamento de Ciéncias Biolégicas
Disciplina de Bloquimica

Baury 08 de maic de 2017

Senhora Presidents,

Solicamos § Comisslo de E5ca 7o Ensing & Pesquisa em Animals 3 aultorizacio pars uso
avwnas "0 propio de pesqusa MitUaco “Mecanismos induzidos por leucotriencs
condiclo de artrite™, tendo como pesguasador responsdvel Prof Or. Rodngo
Cvera

P

Como parte da documentacio sofciada por essa Comsslo para a avaliacio de
pesQUSas ervoivendo anmas, deciaramos estyr Oente da raaizacic da referda pesqusd
neste depariamentn/decping & de acordo com Os pracedos ds Le 0 11 T84 de 3 de outubro
de 2008, do Decrafo n* 5899 de 15 de o de 2005 e com as NOMas edilacas pelo
Consaino Nacona! de Controle da Expenmentacio Arsmal (CONCEA)

Informamos que © rabaiho sb poderd ser nicado, Spds aprovaglo de uma Comissdo de Eca
MO Ensno e Pesqus) em Anmas

ApnCosamente
Bl
mumwem Prot Dr Gare
Chefe do ce Céncas
Bokdgcas
Prof* Dr* Ana Paula Campanel

Prescdents ds Comsslo de E5ca no Ensmo e Pesquisa em Anmas/FOBUSP

Al Or. Octivic Pofers 8ol 375 - B SP -CEP T2 -CP T3
273 DOGOCIrICSOENER b - STeTAX Daxtd II3SITEE
S e 0 s
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Comissido de Etica no Uso Animais

CEEPA-Proc. N* 00772017,
Baury, 5 de dezembro de 2016

Senhor Professor,

Em atengSo a solictacio de ateragdes ro periodo de vighnoa & sexD JOS animas da pesQusa
inttulada “Mecanismos induzidos por leucotriencs na condiclo de artrite” tendo Vossa Senhora
como Pesquisador Responsdvel que envoive 3 wtiizacso de animas (roedores), para fing de
pesquisa cientifica. enconira-sa do 2cordo com o5 preceitos da Le n* 11794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n* 6859, de '5 de wiho de 2000, @ com as normas edtadas peic Conselho
Nacional de Controle da Expenmentacio Animal (CONCEA). foram APROVADAS e referendacas na
reunido ordindria da Comasdo de Etica no Uso de Assmais (CEUA) realzada no dia 19/10/2018

| Vighncia do projets: | Selembro2017 8 o209
| Espécie/Linhagem. | Camundongo isopénico 129/5v & Knockout/S-LO KO

' N* de animais. | 80 (30 animais de cada espécie)
Pesofidade | 189-30g/7 - 8 semanas
im xmawamwamm-

Esta CEUA solicita que 30 firal ¢3 pesquiss se@ enviado um Relstdno com os resultados obSdos
para andlise ébca e emissdo de parocer final. 0 qual poderd ser ubiizado para fins de publicacio
centifica,

Atenciosamenta,

-

i ,'/ T ((

"{._._ ~ P— 5..( - _',M‘
_Prof Dr* Ana Paula Campanedi
Presidente da Comisasio de Enca no Uso de Animais

Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Ofiveira
Docante do Departamento de Clércias Biodgeas
A Dr. Octivio Firhe ro Briscla, 575 - BaureSP - CEP 17012001 -CP 73
el 2ot usp b - ForeFAK (Qortd) 155356
nip Ywene 05 uss O
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Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Comissio de Etica no Uso de Animais

CEEPA-Proc. N° 007/2017

Bauru, 22 de agosto de 2019.

Senhor Professor,

Em atenc&o & emenda apresentada com solicitag&o de prorrogag&o do perfodo de vigéncia do projeto
de pesquisa denominado “Mecanismos induzidos por leucotrienos na condig&o de artrite”, registrada
sob CEUA-Proc. N° 007/2017, tendo Vossa Senhoria como Pesquisador Responsavel, que envolve a
utilizagdo de animais (roedores), para fins de pesquisa cientifica, foi analisada e considerada
APROVADA “ad referendum” da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA), nesta data.

Lembramos que ao final da pesquisa seja enviado um Relatério com os resultados obtidos para
andlise ética e emissé&o de parecer final, o qual podera ser utilizado para fins de publicag&o cientifica.

Prof* Dr* Ana Paula Campanelli E

Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Atenciosamente,

Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira
Docente do Departamento de Ciéncias Bioldgicas

Al. Dr. Octévio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 - C.P. 73
e-mail: ceua@fob.usp.br - Fone/FAX (0xx14) 3235-8356
http://www.fob.usp.br
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