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RESUMO

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca inflamatéria cronica que afeta
principalmente o esqueleto axial e as articulagbes sacroiliacas. Sua causa ainda ndo
€ totalmente esclarecida, mas fatores genéticos, especialmente o alelo HLA-B*27,
tém forte associacdo com a doenca. A interleucina 22 (IL-22), uma citocina da
familia IL-10, tem papel importante na regeneracao tecidual e resposta inflamatéria,
sendo produzida por células T CD4* e outras células do sistema imune. Estudos
demonstraram niveis elevados de IL-22 em doencgas autoimunes articulares, como a
artrite reumatoide e a espondilite anquilosante, sugerindo sua participacdo na
patogénese dessas condicdes. Isto sugere que variacbes genéticas capazes de
alterar a taxa de expressao desta citocina podem influenciar no desenvolvimento e
progressdo de tais doencgas. Assim, este estudo teve como obijetivo investigar a
influéncia do polimorfismo rs2227473 (C>T) do gene IL22 no desenvolvimento da
espondilite anquilosante. Foi realizado um estudo caso-controle com 150 pacientes
com EA e 150 controles saudaveis. A genotipagem do SNP rs2227473 foi realizada
por PCR-SSP, e as frequéncias alélicas e genotipicas foram analisadas no software
R. Os resultados obtidos ndo demonstraram diferengas significativas nas
frequéncias dos alelos e gendétipos entre pacientes e controles, indicando auséncia
de associagdo entre o polimorfismo rs2227473 e a suscetibilidade a espondilite
anquilosante na populacao estudada.

INTRODUCAO

A espondilite anquilosante (EA) é uma doenca inflamatéria crénica que
integra o grupo das espondiloartrites, acometendo principalmente o esqueleto axial e
as articulagbes sacroiliacas. Ela afeta em sua maioria homens em torno dos 30 anos
de idade. A causa da espondilite anquilosante (EA) ainda nado é totalmente
esclarecida, mas estudos apontam que fatores, como heranca de determinadas
variantes genéticas, desempenham um papel significativo na suscetibilidade a
mesma, sendo o alelo HLA-B*27 o principal marcador genético da doenca. Esse
disturbio inflamatério acomete cerca de 0,2% da populacéo geral, 2% dos individuos
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com HLA-B*27 negativo e até 20% daqueles com HLA-B*27 positivo que possuem
um familiar afetado (PATROCINIO, 2024).

A interleucina 22 (IL-22), integrante da familia de citocinas IL-10, é produzida
por diversos tipos de linfocitos pertencentes aos sistemas imune inato e adaptativo,
incluindo células T CD4*, como Th17 e Th22. Sua acdo promove a defesa
antimicrobiana, estimula a regeneracéo tecidual e oferece protecdo contra danos
(MARQUET et al., 2017). Além de participar da protecdo do hospedeiro, a IL-22
desempenha um papel em doencas autoimunes, estando relacionada a lesdes
teciduais e doencas inflamatérias (XUAN et al., 2021). Estudos demonstram niveis
elevados desta citocina identificados no plasma de pacientes portadores de doencas
articulares autoimunes, como a artrite reumatoide e EA (XUAN et al., 2021, ZHANG
et al., 2012). Sugere-se que a presenca da IL-22 no liquido sinovial possa estimular
a proliferacao de fibroblastos sinoviais e macréfagos (IKEUCHI et al., 2005).

O gene que codifica a IL-22 humana esta localizado na regiao 12q15 do
cromossomo 12, nas proximidades dos genes que codificam o interferon-gama (IFN-
y) e a IL-26. O gene IL22 possui aproximadamente 5.257 pares de bases (pb) e é
constituido por cinco éxons. Ele apresenta diversos polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs), entre os quais se destaca o rs2227473, caracterizado por uma
substituicdo de citosina por timina (C>T) na regidao 5' ndo codificadora (SHABGAH et
al.,, 2017). A localizagdo do SNP rs2227473 trata-se de um sitio de ligagdo do
receptor de hidrocarboneto arila, um importante regulador da producéo de IL-22. A
presenca do alelo mutante (T) estd associada a maior producdo de IL-22, com
relacao a herancga do alelo selvagem (C) (MARQUET et al., 2017).

Foi montada uma tabela no Excel com as informacdées dos pacientes
incluindo a distribuicao das variantes alélicas do SNP rs2227473. Os célculos de
frequéncia e de associacdo foram realizados através do Software R, para avaliar
uma possivel associagao foi utilizado uma tabela 2x2 com o teste de Qui-quadrado.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica

Foram analisadas amostras de 150 pacientes diagnosticados com espondilite
anquilosante, segundo os critérios da ASAS, e 150 individuos controles sem
historico de doengas reumatoldgicas, autoimunes ou antecedentes familiares dessas
enfermidades. As amostras estavam armazenadas no Laborat6rio de Imunogenética
da Universidade Estadual de Maringa.

Coleta das amostras e extracao de DNA

O DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue periférico utilizando o kit
BioPur Extracdo Mini Spin Plus (BioPur®, Brasil). A concentragdo e a pureza do
DNA foram avaliadas por espectrofotometria no NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific®), considerando a razdo de absorbancia 260/280 nm.

Genotipagem do SNP rs2227473
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A genotipagem do SNP rs2227473 foi realizada pela técnica PCR-SSP, conforme
protocolo previamente padronizado pelo Laboratério de Imunogenética (Tabela 1).
Foram realizadas reacoes especificas para os alelos C e T, com controles internos
de amplificacdo. Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
corado com SYBR Green (Thermo Fisher Scientific®), permitindo a identificacao dos
gendtipos CC, CT e TT.

Tabela 1
Reagentes Concentracao
final
H20 g.s.p 20yl

Tampéo (10x) 1X
Dntp (10mM) 0,2 mM
MgCI2 (50mM) 1,2mM
Primer Forward 1 e Forward 2 (10uM) 0,2 uM
Primer Reverse (10uM) 0,2 uM
HGH Forward (10uM) 0,1 uM
HGH Reverse (10uM) 0,1 uM

Taqg DNA Polimerase (5U/ul) 1U

Condigoes da reacdo de PCR-SSP para o polimorfismo rs2227473 do gene IL22:

Analise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre 0s grupos de
pacientes e controles utilizando o software R. Foram aplicados testes estatisticos
apropriados, considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os participantes, 52% dos controles e 60% dos pacientes eram do sexo
feminino, enquanto 48% e 40%, respectivamente, eram do sexo masculino (p =
0,20). Embora néo tenha apresentado associagao significativa na andlise univariada,
o sexo foi considerado como covariavel por ser um fator previamente relacionado a
EA (28). A idade média foi semelhante entre os grupos: 42,6 + 15,3 anos nos
controles e 46,1 £ 15,6 anos nos pacientes (p = 0,05).

Quanto a raca autodeclarada, entre os controles predominavam brancos
(68%), seguidos de Pardos (21%), outros — indigenas e asiaticos — (8%) e pretos
(3%). Nos pacientes, 93% eram brancos, 3% pardos, 3% pretos e 1% outros.

A prevaléncia do alelo HLA-B*27 foi 4% no grupo controle, contra 63% no

grupo de pacientes com EA (OR = 16,2; IC 95%: 6,04—43,39; p < 0,01).
O numero de participantes esteve de acordo com as estimativas do software
QUANTO, garantindo poder estatistico de 80%, e todos os gendtipos estavam em
equilibrio de HWE (p > 0,05). Nao foi encontrada associacao entre o polimorfismo
rs2227473 e a susceptibilidade a EA.
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CONCLUSOES

Os resultados demonstraram auséncia de associacdo significativa entre o
polimorfismo rs2227473 (C>T) do gene IL22 e a suscetibilidade a espondilite
anquilosante na populagdo estudada. Dessa forma, a variante analisada,
isoladamente, ndo parece exercer influéncia relevante no desenvolvimento da
doenca.
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