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Resumo

Espondilartropatias (EpA) sdo doengas inflamatorias da articulacdo com
envolvimento preferencial pelo esqueleto axial. Neste estudo, analisou-se a
frequéncia e associacao dos polimorfismos IL17A e IL17F em 200 pacientes
com EpAs e 200 controles. Foram coletadas amostras de sangue periférico,
o DNA foi extraido pelo método salting-out e a genotipagem dos
polimorfismos IL17A e IL17F realizada pelo método RFLP. Apds a obtencao
dos gendtipos, analisou-se o equilibrio de Hardy-Weinberg, a frequéncia
desses polimorfismos e sua associacdo com as EpA, por meio do programa
OpenEpi e o software SNPStats. Obteve-se que os genotipos A/G e T/C e
qgue os alelos A e C de IL17A e IL17F, respectivamente, estdo associados a
susceptibilidade e gravidade das EpA. Estes dados podem complementar
estudos futuros, em vista da escassa literatura considerando os parametros
avaliados.

Introducao

Espondiloartropatias sdo um grupo de doencas inflamatérias,
crdnicas, auto-imunes, que incluem algumas doencgas distintas, porém com
algumas caracteristicas em comum que possuem aspectos clinicos como
dor axial inflamatéria, associada a artrite, predominante em grandes
articulacbes de membros inferiores e entesopatias periféricas, achados
radiolégicos (sacroiliite) e laboratoriais (soronegatividade para o fator
reumatoide) e individuos com predisposicdo genética (BROWN, M.A. et al.,
1997).

As interleucinas IL-17A e IL-17F sao citocinas pro-inflamatorias
produzidas em larga escala por uma subpopulacdo de linfocitos T auxiliares
denominados linfocitos Th1l7, além de serem produzidas por outras ceélulas
como macroéfagos, células dendriticas, células exterminadoras naturais (NK)
e tecido linfoide induzido por células T gama e delta. Tais interleucinas séo
produzidas tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa (HAROON M
et al.,2015), além de possuirem efeitos citotoxicos, induzem a secrecao de
citocinas proé-inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa),
interleucina-1 e interleucina-6, causando também dano tecidual
generalizado. A expressao de interleucinas é rigidamente controlada, porque
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uma superproducao sistémica destas citocinas ativa respostas inflamatorias
a infeccao e lesdo, com dano tecidual generalizado (ABBAS et al., 2015).

As IL-17A e 17F sao potentes citocinas pro-inflamatorias e
moduladores imune, com destaque para o dano articular e que em estudos a
sinalizacdo de receptores de IL17 € determinante para evolu¢cdo de uma
sinovite aguda para uma artrite destrutiva crénica. Sendo assim,
consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de EpAs (LUBBERTS
E. 2008). O presente estudo propde uma andlise da frequéncia e associacao
dos polimorfismos da IL17 em pacientes com EpA e controles da regidao do
norte do Parand e Dbuscar, assim, alguma relacdo com as
espondiloartropatias e a IL-17.

Materiais e métodos

O projeto estd de acordo com as normas preconizadas pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) com o CAAE 27723114.0.0000.0104. Os pacientes foram
triados em clinica de reumatologia particular e pelo ambulatério de
reumatologia do Hospital Universitario de Maringd e encaminhados ao
Laboratério de Imunogenética do departamento de Ciéncias Basicas da
Saude da Universidade Estadual de Maringa para a coleta de amostras de
sangue e extracdo de DNA utilizando a técnica de salting-out.

Foram avaliados os polimorfismos IL17A (rs2275913) e IL17F
(rs763780) utilizando o método de Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) apds a amplificacdo das sequéncias por Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Foi seguida uma técnica de RFLP ja
padronizada no laboratério com as seguintes enzimas de restricdo e 0s seus
respectivos primers (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos primers, tamanho dos fragmentos gerados e das
enzimas restricdo para os SNPs das IL17A e IL17F

SNP da IL Sequéncias dos primers Tamanho dos Enzima
fragmentos de
restricdo
5-AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3  68pb+34pb;102pb+
G197A 5-CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3 68ph+34pb; EcoNlI
(rs2275913) 102pb
5-ACCAAGGCTGCTCTGTTTCT-3 63+80pb;
T7488C 5-GGTAAGGAGTGGCATTTCTA-3 143ph+80pb+63ph;14 Nlalll
(rs763780) 3pb
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Figura 01. Genotipagemda IL17F e IL17A

As frequéncias alélicas e genotipicas para o0s polimorfismos
analisados entre pacientes e controles foram comparadas pelo teste de Qui-
gquadrado com correcao de Yates, com tabelas de contingéncia 2x2 e o risco
foi avaliado por Odds ratio, considerando um intervalo de confianca (IC) de
95%,utilizando o programa SNPStats (htt://bioinfo.iconcologia.net/index.php).

Resultados e Discussao

Conforme dados apresentados na Tabela 2, em relacdo a IL17A,
observou-se uma alta frequéncia no genotipo A/G em pacientes com EpA,
frente aos controles. AIL17F mostrou uma alta frequéncia do alelo C e do
gendtipo C/C nos pacientes com EpA.

Foi verificado uma associacao significativa dos polimorfismos de
ILLI7A e IL17F, alelo A (OR=1,9; IC-1,48-2,6) e o alelo C (OR=1,97,
IC=1,29-3,01)respectivamente, com as EpA e dos gendétipos (A/G+A/A) no
modelo dominante da IL17A [OR (95%IC):1,60 (1,10-2,32)] nas EpA, EA [OR
(95%IC):1,57 (1,05-2.35)] e AP [OR (95%IC):2,56 (1,06-6,21)] e dos
gendtipos (T/C+C/C) no modelo dominante da IL17F [OR (95%IC):4,53
(2,68-7,65)] nas EpA, EA [OR (95%IC):3,88 (2,22-6.77)] e AP [OR
(95%IC):6,04 (3,11-11,75)] em relagéao ao grupo controle.

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos IL17A e
IL17F em pacientes com espondiloartrites e controles.

Gendtipos  Pacientes  Controles  Espondilite Artrite
e alelos EpA N=200 Anquilosante Psoriasica
N= 200 (%) (%) (EA) (AP)
N =131 (%) N =64(%)
IL17A
AlA 41 (21%) 29 (14%) 28 (22%) 12 (18,75%)
AIG 128 (64%) 85 (42%) 81 (62%) 43 (67,18%)
GIG 31 (15%) 86 (43%) 22 (16 %) 9 (14,06%)
A 210 (53%) 143 (36%) 137 (52%) 67 (52,34%)
G 190 (47%) 257 (64%) 125 (48%) 61 (47,65%)
IL17F
C/C 143 (71%) 2 (1%) 87 (66%) 52 (81,25%)
T/C 44 (22%) 52 (26%) 37 (28%) 6 (9,3%)
TIT 13 (7%) 146 (73%) 7 (6%) 6 (9,3%)
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C 330 (82%) 56 (14%) 211 (80%) 110 (85,93%)
T 70 (18%) 344 (86%) 44 (20%) 18 (32,81)

Conforme pode ser exemplificado por ZACARIAS et al. (2015), houve
suscetibilidade a periodontite crébnica em pacientes com o genoétipo A/A da
IL17A, o que denotou, dessa forma, o papel importante desta interleucina na
inflamacé&o crénica, o que poderia levar a inferéncia de que o alelo A, que é
mutante, possui relacdo em diversas patologias que apresentam inflamacéo
cronica.

Conclusoes

Pode-se concluir que os polimorfismos dos genes IL17A e IL17F
estdo associados as EpAs. Podemos sugerir que os individuos que possuem
determinados polimorfismos em genes de citocinas podem desenvolver
sérias complicacBes fisiopatoldégicas das EpAs e suas formas clinicas.
Assim, estudos com um maior numero de pacientes e com outras
populacbes étnicas poderiam contribuir para a compreensdo da
imunopatogénese dessas doencas multifatoriais. Aléem disso, a avaliacéo
desses fatores genéticos poderia auxiliar no diagnéstico preditivo de formas
mais graves da doenca, direcionando o tratamento dos pacientes.
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