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RESUMO

A interleucina 22 (IL-22) é uma citocina envolvida na manutencao da integridade das
barreiras epiteliais, no reparo tecidual e na defesa contra infecgdes, estando
associada a resposta imune em doencas inflamatérias e infecciosas. Considerando
a relevancia de sua expressdo génica, o presente projeto teve como obijetivo
desenvolver e otimizar um protocolo de PCR em tempo real quantitativa (QPCR) para
andlise da expressao de IL-22. Trata-se de uma pesquisa experimental de carater
metodoldgico, iniciada com levantamento bibliografico e planejamento laboratorial.
As amostras foram obtidas a partir de Buffy Coat e PBMC, previamente
armazenados em TRIzol. O RNA total foi extraido segundo protocolo do fabricante,
tratado com DNase para remogao de DNA gendmico e submetido a avaliagdo de
concentracdo e pureza no espectrofotdbmetro NanoDrop, além de verificacdo da
integridade em gel de agarose a 1%. As razdes 260/280 indicaram boa qualidade
para a maioria das amostras de Buffy Coat (1,81 a 1,86), embora uma amostra
tenha apresentado menor rendimento, enquanto as de PBMC nao puderam ser
analisadas por erro de pipetagem. Em seguida, foi realizada a sintese de cDNA a
partir do RNA tratado, obtendo-se material adequado para as etapas subsequentes
de padronizagdo da qPCR. Dessa forma, os resultados obtidos até o momento
confrmam a viabilidade do protocolo de extracdo e conversao do RNA,
estabelecendo as bases para a analise da expressdao do gene IL-22 em futuros
ensaios, contribuindo para a compreensao de seu papel na resposta imune.

INTRODUCAO

A interleucina 22 (IL-22) é uma citocina produzida principalmente por células
linféides inatas do tipo 3 (ILC3) e linfécitos T auxiliares ativados, especialmente Th17
(SHABGAH et al., 2017). Essa molécula exerce papel fundamental na manutengao
da homeostase de barreiras epiteliais, participando da ativacdo de células epiteliais,
inducéo de genes relacionados a defesa antimicrobiana, reparo tecidual e regulagao
de processos inflamatérios, particularmente em infecgdes virais (XUAN et al., 2021).
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Evidéncias apontam que alteragcdes na expressao do gene IL22 estdo associadas a
suscetibilidade e ao prognoéstico de diferentes doencas, incluindo a espondilite
anquilosante, na qual niveis elevados de IL-22 foram descritos tanto no plasma
quanto em tecidos de pacientes, sugerindo sua participagao na inflamagao crénica e
destacando seu potencial como biomarcador diagnéstico e prognéstico (ZHANG et
al., 2012). Considerando a relevancia desse marcador imunolégico, o presente
projeto tem como objetivo desenvolver e otimizar uma reagao de PCR em tempo real
quantitativa (QPCR) para avaliagcdo da expressido génica de IL22, configurando-se
como uma pesquisa experimental de carater metodolégico com potencial aplicagao
em estudos de resposta imune, doencgas infecciosas e autoimunes.

MATERIAIS E METODOS

1. Desenho de primers para o gene da IL-22.

Foi realizada uma busca da sequéncia FASTA do gene |RUNX1, no GeneBank para_
desenho de primers especificos que flanqueiam as regides mutadas de interesse. As
melhores sequéncias foram avaliadas usando os softwares Primer-BLAST, Multiple
Primer Analyzer e OligoAnalyzer. O uso dessas ferramentas possibilitou a
determinagao da temperatura de melting, proporcao de citosina/guanina, formagao

de fragmentos de DNA inespecificos, self-dimer, hetero-dimer e hairpin.
2. Extracao de &cidos nucléicos e sintese de cDNA

O RNA foi extraido de amostras de Buffy Coat e PBMC de pacientes com
Espondilite Anquilosante, participantes de estudos anteriores, utilizando TRIzol,
seguindo protocolo do fabricante. Apds centrifugacéo e separacao das fases, o RNA
foi precipitado com isopropanol, lavado com etanol 80% e armazenado a -80 °C. A
integridade e concentragcdo do RNA foram avaliadas por NanoDrop. As amostras
foram tratadas com DNase | para remogdo de DNA gendmico residual e,
posteriormente, submetidas a transcricdo reversa com random primers, gerando
cDNA. O éxito da sintese de cDNA foi avaliado por meio de eletroforese em gel de
agarose e posteriormente as amostras foram armazenadas a -25°C para andlises
subsequentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o desenho, andlise e selecao dos primers, foram adquiridos os pares de
iniciadores presentes na tabela 1.

Nome do primer Sequéncia (5’ - 3")
Forward primer GCCCTATATCACCAACCGCA
Reverse primer CAGATAGCAGCGCTCACTCA
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As amostras de RNA de pacientes com Espondilite Anquilosante foram obtidas para
validagdo da técnica de qPCR para a avaliacdo de expressdo génica da IL-22. A
qualidade do RNA obtido avaliada no NanoDrop mostrou razdes 260/280 adequadas
para as amostras EA07, EA08 e EAQ09, obtidas do Buffy Coat (variando de 1,81 a
1,86), com concentragdes entre 118,6 e 154,4 ng/uL. A amostra EA10 apresentou
concentracdo mais baixa (22,3 ng/uL e razdo 1,68), e as amostras de PBMC
apresentaram erro de pipetagem, e consequente amostra insuficiente. Todas as
amostras obtidas por meio do Buff Coat tiverem éxito na extragdo do RNA, pois foi
observado um arraste de RNA e duas bandas evidentes, 18S e 28S,
correspondentes ao RNA ribossémico, por meio da eletroforese em gel de agarose
(Figura 1.)

LD pmBc PmBC pmBC PMBC BC BC BC gC
EAO7 EAO8 EA09 EA10 EAO7 pagg EAO9 gat0

Figura 1- Eletroforese do RNA em gel de agarose. As bandas visiveis nas amostras BC LAQ7, BC
EA08 e BC EAQ9, correspondem as duas bandas 18S e 28S do RNA riboss6mico. LD: Padréo de
peso molecular; PBMC: amostras obtidas a partir do isolamento de células mononucleares do sangue
peiférico; BC: amostras obtidas a partir do Buffy Coat.

padronizagao das condicbes de PCR para a detecgédo da expressao génica da IL-22,
entretanto, ndo foi observada positividade das bandas de interesse. Isso pode ter
ocorrido por uma falha no desenho do primer ou devido a amostra utilizada ser

para retomada dos testes afim de obter a padronizagao da técnica.
CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a extracdo de RNA, avaliagdo de sua qualidade e
pureza, tratamento com DNase e posterior sintese de cDNA a partir das amostras
analisadas. Esses resultados demonstram a viabilidade metodolégica do protocolo
adotado e fornecem a base necessdria para as etapas subsequentes de
padronizagao e aplicacdo da qPCR na avaliagdo da expressao do gene IL22.
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