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Resumo:

A espondilite anquilosante (EA) é uma doenca inflamatéria autoimune que
afeta a coluna e as articulagdes, possui cronicidade que ocasiona rigidez na
coluna ao longo dos anos. Por ser uma doenga complexa e sem cura, muitos
aspectos dela ainda sdo desconhecidos, mas sabe-se que até o momento o
gendtipo e fendtipo do paciente sao importantes para o desenvolvimento
dela. Esse € um estudo tipo caso-controle, utilizando 25 amostras de
pacientes com EA e 25 amostras de controles, obtidas no Hospital
Universitario de Maringad e na clinica de Reumatismo. As amostras foram
obtidas a partir de coleta de sangue total dos individuos, e a extragdo do
DNA genbmico foi realizada pelo kit QIAGEN® e sua concentracdo foi
determinada pelo NanoDrop, e as amostras armazenas em freezer -20°C. A
genotipagem foi realizada pela técnica de PCR-SSP e revelada por
eletroforese em gel de agarose 2%. A analise estatistica foi feita utilizando o
programa SPNStats, considerando significativo P<0,05. O resultado obtido
mostrou que o SNP rs1929992 nao foi associado a espondilite anquilosante.

Introducao

A espondilite anquilosante (EA) é uma doenca inflamatéria autoimune que
afeta principalmente a coluna e articulacdes, ocasionando rigidez espinal ao
longo dos anos. O diagnéstico da doenca é feito principalmente por
radiografias, sendo, porém, uma doenca de dificil diagnostico nos estagios
iniciais. O tratamento principal da EA consiste na administracao de AINEs
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(anti-inflamatorios néo-esteroidais) que atuam impedindo a formagdo de
mediadores inflamatorios, como prostaglandinas (BRAUN; SIEPER, 2007).
A interleucina-33 (IL-33) € uma citocina membro da familia da interleucina-1
(IL-1), e esta envolvida em varios processos imunoldgicos, como respostas
imunoldgicas tipo 1 e 2 (celular e humoral, respectivamente). Seu gene
(IL33) esté localizado no brago curto do cromossomo 9, em 9p24.1. Ela
também possui papel importante na ativacao de linfocitos Th2, produgéo de
outras citocinas, como IL-7 e TNF-a. Ambas situacbes aumentam a
intensidade das artrites e sao alvo de pesquisas na EA (HAN et al., 2011).
Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) s&o variagdes que ocorrem
no material genético, onde ha troca de um nucleotideo por outro. Esses
polimorfismos podem ter como resultado alteracbes funcionais ou na
producdo de citocinas, que podem alterar as respostas naturais do
organismo, intensificando-as ou amenizando-as (JIMENEZ-MORALES,
2017).
O objetivo do estudo foi analisar e comparar as frequéncias do polimorfismo
rs1929992 no gene IL33 em portadores de espondilite anquilosante e em
individuos controles sem a doenca.

Materiais e métodos

Esse estudo consistiu em um estudo caso-controle, com um total de 50
amostras, obtidas de pacientes provenientes da Clinica de Reumatismo, de
Maringa, e também do Hospital Universitario de Maringa. Esses individuos
consistiram em sendo 25 de pacientes com espondilite anquilosante e 25 de
individuos sem a doenca. O critério de selecdo dos casos foi feito de acordo
com Braga et al. (2021) e consistiu na selecdo de individuos adultos
diagnosticados com base nos critérios ASAS 2009 e ASAS 2011, individuos
com EA confirmada e sem outras doencas concomitantes. O critério de
selecao dos controles foi auséncia de outras artrites, doengas cronicas e/ou
processos inflamatorios. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), n° 27723114 e todos os
participantes assinaram o termo de consentimento.

As amostras foram coletadas a partir de puncdo de sangue venoso,
armazenado em tubos contendo EDTA. A extracdo de DNA gendmico do
sangue total foi realizada pelo kit QIAGEN® com 200 pL de sangue total,
seguindo as instru¢des do fabricante. A concentracdo do DNA extraido foi
determinada pelo NanoDrop® UV-Vis spectrophotometer (Thermo Fisher;
Wilmington, DE, USA). O DNA utilizado possuia concentracdo entre 20 e
100 ng/uL (sendo diluido quando em concentracées maiores).

A genotipagem foi feita pela reacdo em cadeia da polimerase com primers
especificos para sequéncias (PCR-SSP). O procedimento consiste em dois
conjuntos de reacdes, cada um com um primer: um para a amplificacdo da
sequéncia contendo o alelo T e outro para o C, ambos com volume final de
reacdo de 10 pL. Foi utilizado os seguintes reagentes e suas concentracoes
finais: MgCl, 25 mM, PCR buffer 10x, dNTPs 10 mM, primers forward e
reverse 10 mM, primer HGH 10 mM (controle interno de reacédo), Taq
polimerase Invitrogen 5U/uL (Invitrogen Life Technologies, Grand Island,
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NY). Depois foi realizada a amplificacdo em um termociclador (Veriti 96-Well
Termal Cycler), com ciclos de 15 minutos a 95°C, seguidos de 30 ciclos de
30s em 95°C, um ciclo de 30s em 62°C, e depois outro de 30s em 72°C,
finalizando 10 minutos a 72°C.
O resultado da amplificacéo foi analisado em gel de agarose a 2%, junto
com um marcador de peso molecular de tamanho de 100 pares de base. O
gel foi colocado em eletroforese por 10 minutos, nas configuracdes de 150V,
300 mA, 150W, sendo analisado e fotografado depois em um
transiluminador (Quantum ST4 transilluminator).
A analise estatistica foi realizada por regressdo logistica pelo programa
SNPstats (disponivel em: https://www.snpstats.net/start.htm), utilizando os
modelos de heranca e calculando também o equilibrio de Hardy-Weinberg.
Para outras analises de covariaveis, foi utilizado o e pelo test t de Student ou
o teste do qui-quadrado pelo OpenEpi  (disponivel em:
http://www.openepi.com) usando informacdes de cada voluntario, como
idade, sexo, além da contagem dos alelos dos alelos. Considerou-se o valor
de P < 0,05 com significancia estatistica.
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Resultados e Discussao

Esse estudo contou com 50 individuos, sendo 25 pertencentes ao grupo dos
controles e outros 25 ao grupo dos casos e analisou uma possivel
associagao de um polimorfismo funcional de IL33 com a EA em brasileiros.
Nos casos, ou individuos com EA, a frequéncia dos gendétipos C/C, T/C e T/IT
foi, respectivamente, 20%, 44% e 36%. Ja a frequéncia entre os controles
foi, respectivamente, 20%, 36% e 44%. Braun e Sieper (2007) afirmam que a
maior prevaléncia de EA é em homens. Sabendo disso, em nosso estudo
nao observamos essa diferenca pois fizemos o0 pareamento, ou seja,
tentamos igualar o numero de homens e mulheres em casos e controles.
Além disso, Fan et al (2014) mostram que o alelo C foi mais frequente em
pacientes do que controles, ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias alélicas de T e C entre casos e controles
(tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncias genotipicas d e rs1929992 T>C de
IL33 em casos e controles (modelo ajustado para efeito d e idade e
sexo).

Modelo genotipo (r‘E:A;S) C(z;]t:rtz)lse) S OR (IC 95%)> P
TIT  9(36%) 11 (44%) 1.00
Codominante (T;ﬁcé 151 ((240123) g ggz//‘;; 0.67 (O'O:_)’ —14.67) .34
Dominante T/c:T—rr c/C 196((366:@) 1411 Eggz//g 2.03 (o.i'g (l 21.57) 0.55°
— [0) 0
Recessivo T”C /CT Ic 250 ((28000/3) 250 ((28000/3) 1'?0 0.15
constorivare T EE O WSO T o,

Log -aditivo -

- 2.28 (0.37 — 14.07) 0.34
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Y Individuos com espondilite anquilosante.
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> Odds Ratio e intervalo de confianca de 95%.

% Modelo escolhido como representativo por ter o menor AIC.

Nos controles, 20 (80%) pertencem ao sexo feminino e 5 (20%) ao
masculino. Ja nos casos, 15 (60%) fazem parte do sexo feminino e 10 (40%)
ao sexo masculino. Analisando a covariavel sexo, observamos que p = 0.05
e nao ha significancia estatistica, ou seja, nesse estudo, o sexo do individuo
nao tem associagdo com o desenvolvimento ou prote¢c&o contra a doenca.
Analisando a covariavel idade, obtivemos uma média de 47,5 anos em casos
e uma meédia de 37,9 anos em controles. Portanto, observamos uma
diferenca estatisticamente significativa entre casos e controles, estando uma
maior média de idade relacionada a susceptibilidade a espondilite
anquilosante (P= 0.001). Pode-se relacionar isso a cronicidade da doenca,
visto que é detectada mais facilmente quando esta no estagio intermediario
e/ou avancado. A analise dos casos e controles ainda mostrou que, a
genotipagem estava de acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (>0.05),
ou seja, era um resultado esperado porque os pacientes nao estao sofrendo
mutacgdes na frequéncia dos alelos ao longo das geracoes.

Conclustes

O SNP rs1929992 de IL33 nao foi associado a Espondilite Anquilosante.
Com base na quantidade de amostras, recomenda-se repetir o estudo com
um numero maior de participantes para confirmar esses resultados.
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