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APRESENTACAO

As Ciéncias Bioldgicas € um maravilhoso campo de estudo, no qual estudamos
todos os seres vivos, suas relagdes entre si e com o meio ambiente. Também podemos
neste campo trabalhar areas do conhecimento, que podem ser aplicadas na industria, na
educacgao, na pesquisa, bioconservacado do ambiente, saude etc. E nesta obra, “Agenda
global de pesquisa em Ciéncias Biol6gicas 2”, nossa intengdo é mostrar ao longo de 18
capitulos de forma ampla o que vem sendo produzidos neste campo, com trabalhos originais
ou de revisao que englobam saude, bioconservagéo, meio ambiente, pesquisa experimental,
Microbiologia, Parasitologia, aplica¢cdes na industria farmacéutica e Educacao.

Esta obra mostra a importancia da multidisciplinaridade e da interdisciplinaridade
dentro das Ciéncias Biolbgicas, pois todas as pesquisas aqui apresentadas possuem
diferentes olhares profissionais e mostram diferentes aplicabilidades na vida quotidiana do
leitor. E com certeza uma literatura importante para estudantes e profissionais de diferentes
areas, que desejam enriquecer seus conhecimentos e utiliza-los de forma pratica na sua
vida académica e profissional.

A Atena Editora, como sempre, prezando pela qualidade, apresenta um corpo
editorial formado por mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil,
para revisar suas obras. E esta revisdo por pares garante que um trabalho de excelente
qualidade chegue até vocé, caro leitor. Esperamos que vocé aproveite bem sua leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: A espondilite anquilosante (EA) é
uma doenga reumatica que cursa com entesite
e sacroileite. Estudos anteriores mostraram que
as citocinas inflamatérias como fator de necrose
tumoral-alfa (TNF) e interleucina-17 (IL-17)
influenciam no desenvolvimento da EA. Assim,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a possivel
associacao dos alelos, genoétipos e haplétipos
de TNF e IL17A e IL17F no desenvolvimento
de entesite e sacroileite na EA. Nesse estudo
caso-controle foram investigados 142 pacientes
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com EA e 193 controles. A genotipagem de
HLA-B*27 foi realizada por PCR-SSP e de
TNF e IL17 por PCR-RFLP. As analises foram
organizadas por género, HLA-B*27, TNF e
IL17 e a presenca de entesite ou sacroileite. As
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas
foram obtidas pelo programa SNPStats e a
possivel associacao foi analisada por regressao
logistica ou pelo teste do Qui-quadrado. Valores
de P<0,05 foram considerados significativos
e a associacdo foi avaliada pelo OR (Odds
Ratio) com intervalo de confiangca de 95%. A
presenca do HLA-B*27 foi associada a entesite
e a sacroileite. As distribuicbes das frequéncias
alélicas e genotipicas para as variantes -208 e
-308 de TNF e para IL17A nédo diferiram entre
casos e controles. No entanto, o alelo variante
de IL17F e os genétipos nos modelos de herancga
codominante, dominante e sobredominante foram
fatores de risco a entesite e a sacroileite na EA,
para ambos os sexos. Os haplétipos formados
pelas variantes -208 e -308 de TNFe por IL17A e
IL17F nao foram associados ao risco ou prote¢ao
as formas clinicas de EA. Concluindo, a variante
do polimorfismo de IL17F foi associada a
susceptibilidade ao desenvolvimento de entesite
e sacroileite em pacientes com EA.
PALAVRAS-CHAVE: Espondilite Anquilosante;
Fator de Necrose Tumoral alfa; Interleucina-17;
Antigeno HLA-B27.

ABSTRACT: Ankylosing spondylitis (AS) is a
rheumatic disease that manifests in different
clinical forms such as enthesitis and sacraoiliitis.
Previous studies have shown that inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor-alpha
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(TNF) and interleukin-17 (IL-17) influence the development of AS. Thus, the aim of this study
was to evaluate the possible association of the TNF and the IL17A and IL17F allele, genotype
and haplotype on the development of enthesitis and sacroiliitis in AS. In this case-control
study, 142 patients with AS and 193 controls were investigated. The HLA-B*27 genotyping
was performed by PCR-SSP and the TNF and IL17 by PCR-RFLP. Analyzes were performed
according to gender, HLA-B*27, and TNF and IL17 on the AS clinical forms of enthesitis
or sacroiliitis. Allele, genotype and haplotype frequencies were performed by SNPStats
and the association by chi-square or logistic regression. P-values <0.05 were considered
significant and the association was evaluated by OR (Odds Ratio) with a 95% confidence
interval. The HLA-B*27 was associated with enthesitis and sacroiliitis. The TNF-208 and -308
and the IL17A allele and genotype frequency distributions did not differ between cases and
controls. However, the IL17F allele variant and the genotypes in the codominant, dominant
and overdominant inheritance models were a risk factor for enthesitis and sacraoiliitis in AS,
for both genders. The TNF -208 and -308 and the IL17A and IL17F haplotypes were not
associated with the clinical forms of AS. In conclusion, the IL17F variant was associated with
the susceptibility to the development of enthesitis and sacroiliitis in patients with AS.
KEYWORDS: Ankylosing spondylitis; Tumor Necrosis Factor alpha; Interleukin-17; HLA-B27
antigens.

11 INTRODUGAO

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca reumética, inflamatéria cronica, que
se caracteriza principalmente pelo comprometimento das articulagdes sacroiliacas do
esqueleto axial (coluna vertebral) e das articulagdes periféricas. A EA normalmente tem
inicio nas primeiras décadas de vida e acomete preferencialmente individuos do género
masculino (propor¢céo de 2:1 em relagdo ao feminino), caucasianos e HLA-B27 positivos
(BRAUN; SIEPER, 2007).

A principal caracteristica da EA é a sacroileite (inflamacdo das articulacdes
sacroiliacas) que causa, de inicio, dor lombar (lombalgia) de carater inflamatorio, rigidez
matinal e limitacdo do esqueleto axial. Além disso, podem ocorrer multiplas lesées
inflamatorias focais confinadas as insergdes ligamentares (entesite) com erosbes 6sseas e
nova formacéo 6ssea (GRAN; HUSBY, 1993).

Em 1973 uma forte conexdo entre espondilite anquilosante e o gene HLA-B*27
(Human Leucocyte Antigen-B27) foi reportada. Estima-se que mais de 90% dos pacientes
caucasianos com EA sdo HLA-B*27 positivos. Entretanto, o fato de que apenas 1-2% da
populagao positiva para o gene HLA-B*27 realmente desenvolve a EA, e de que existem
pacientes HLA-B*27-negativos com a doenga sugerem que ha outros fatores de risco para
o desenvolvimento da espondilite anquilosante (ROCHA LOURES et al., 2018; NEVES et
al., 2021).

Por se tratar de uma doencga cronica inflamatéria, polimorfismos em genes
que interferem no nivel de produgéo de citocinas sdo associados a EA. Dentre esses
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polimorfismos, os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) das citocinas TNF (fator de
necrose tumoral)-238 (rs361525), TNF-308 (rs1800629) e interleucinas (/L) 17A (rs2275913)
e IL17F (rs763780) tém destaque na patogenia da doenca, contribuindo para uma resposta
inflamatéria exacerbada que leva ao dano cartilaginoso comumente encontrado nos
pacientes com EA (ROCHA LOURES et al., 2018; BRAGA et al., 2021).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as frequéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas dos SNPs de TNF e IL17 e sua associagdo com a espondilite anquilosante e
suas condic¢des clinicas, mais particularmente a sacroileite e a entesite, em pacientes da
regido Sul do Brasil.

2|1 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo caso-controle, foram incluidos 142 pacientes adultos previamente
selecionados pelo grupo do Laboratério de Imunogenética da Universidade Estadual de
Maringa (LIG-UEM), ndo aparentados, com espondilite anquilosante (EA), residentes em
diferentes municipios da regido norte/noroeste do Estado do Parana. O diagnéstico de EA
foi baseado no Critério ASAS de 2009/2011 (SIEPER et al., 2009; RUDWALEIT et al., 2011)
para EA axial e periférica. O grupo controle foi constituido por 193 individuos sem a doenca
e pareados por sexo, idade e grupo étnico. A selegdo dos controles seguiu os seguintes
critérios de inclusdo: n&do apresentar EA, artrite psoriasica (AP), doengas autoimunes
e reumaticas e, ainda, ndo ter grau de parentesco com individuos desse mesmo grupo
controle ou com o grupo de pacientes analisados (caso).

A populacgéo do estudo foi triada pelo mesmo grupo de reumatologistas em clinicas
de reumatologia particulares e pelo Ambulatorio de Reumatologia do Hospital Universitario
Regional de Maringa (HURM) e encaminhados ao LIG-UEM. Todos os pacientes e controles
foram esclarecidos sobre o proposito da pesquisa e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido. O estudo foi executado conforme as normas do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (Parecer COPEP no
687.222/14, CAAE 27723114.0.0000.0104).

As genotipagens foram previamente realizadas: HLA-B*27 foi genotipado por PCR-
SSP (LARA-ARMI et al., 2020) e /L-17 e TNF por PCR-RFLP (ROCHA LOURES et al.,
2018).

As frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas em pacientes e controles foram
obtidas pelo programa computacional SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm, SOLE
et al., 2006). As comparagdes entre 0s grupos caso e controle foram realizadas pelo teste
de Qui-quadrado com corregéo de Yates ou teste exato de Fisher e, quando as covariaveis
género e presenca ou auséncia de HLA-B*27 foram incluidas, por analise de regresséao
pelo software SNPStats. As analises foram realizadas em pacientes que apresentavam
as condigdes clinicas de sacroileite e entesite. O risco de desenvolver as formas clinicas
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de EA em portadores de determinados polimorfismos genéticos foi calculado por meio da
determinacado do OR (Odds Ratio) e do intervalo de confianga (IC de 95%): quando OR>1,
considerou-se o individuo susceptivel ao fator analisado; quando OR<1, considerou-se
o individuo protegido contra o fator analisado. Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Para verificar se as proporgdes genotipicas dos genes analisados estavam
em equilibrio segundo o Teorema de Hardy-Weinberg foi utilizado o software SNPStats.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados 335 individuos distribuidos entre casos e controles
pareados por género, conforme apresentado natabela 1. Pareamento também foi observado
quando pacientes foram separados nas formas clinicas entesite e sacroileite. Esse fato é
importante a fim de evitar um possivel fator de confusdo na analise da distribuicdo dos
polimorfismos de citocinas, uma vez que a EA é mais frequente em individuos do sexo

masculino.
Mulheres Homens Total
Caso 75 (52,8%) 67 (47,2%) 142 (42%)
Controle 113 (58,5%) 80 (41,5%) 193 (58%)
Total 188 (56%) 147 (44%) 335 (100%)

Tabela 1 — Numero de pacientes com Espondilite Anquilosante e de controles distribuidos por género.

P>0,05.

O gene HLA-B*27 est4 associado ao desenvolvimento da EA (BRAUN; SIEPER,
2007; CRAVO; TAVARES; DA SILVA, 2006; NEVES et al., 2021) e, inclusive, a presencga
desse antigeno de histocompatibilidade é utilizada como critério de diagnéstico para a
suspeita clinica da doencga. No entanto, a sua presenga néo ¢ fator determinante a doenca
(BRAUN; SIEPER, 2007; NUNES, 2015).

Em nosso estudo foi observado que 29% e 40% dos pacientes com EA associada
a entesite e a sacroileite, respectivamente, eram positivos para o HLA-B*27, enquanto 6%
dos controles possuiam este marcador. Estes resultados reunidos na tabela 2 confirmam a
associacao do HLA-B*27 com EA e suas formas clinicas.
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Presenca de HLA-B*27 Auséncia de HLA-B*27

Entesite ®

Casos 16 (29%) 39 (71%)
Controles 11 (6%) 182 (94%)
Sacroileite ®

Casos 51 (40%) 76 (60%)
Controles 11 (6%) 182 (94%)

Tabela 2 - Distribuicao da frequéncia de HLA-B*27 nos individuos com Espondilite Anquilosante com
entesite e sacroileite associada e nos controles.

2 P<0,05; OR=6,79 e 95%IC=2,93-15,75; * P<0,05; OR=11,10 e 95%IC=5,49-22,46

Varias citocinas pro-inflamatérias produzidas por células T-helper de modo
exacerbado estdo envolvidas na patogénese de doengas autoimunes como a EA (MEI et
al., 2010). Além do gene HLA-B*27, alguns autores também propuseram que as variantes
nos genes TNF -238, TNF -308, IL17A e IL17F estdo envolvidas na patogénese da EA
(ROCHA LOURES et al., 2018). Assim, a possivel associacdo entre os SNPs dos genes
TNF e IL17 e sua relacdo com a manifestacdo dos sintomas clinicos entesite e sacroileite
foram investigadas.

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para TNF e IL17 estavam de acordo com
0 esperado para o Equilibrio de Hardy-Weinberg. As distribuicbes das frequéncias alélicas
e genotipicas em relagdo aos modelos de heranga para as variantes -238 e -308 de TNF
e para a variante /IL17A néo diferiram nos individuos com EA e entesite e EA e sacroileite
em relagéo aos controles.

Para a variante IL17F, porém, nossos resultados demonstraram que o alelo C e
o gendtipo T/C, nos modelos de herangca codominante, dominante e sobredominante,
representaram fator de risco ao desenvolvimento de entesite e sacroileite na EA (tabelas 3
e 4). O melhor modelo de escolha foi 0 sobredominante, de acordo com o menor AIC (Solé
et al., 2006): neste modelo, o genotipo heterozigoto T/C é comparado ao pool de genotipos
homozigotos, ou seja, T/T+C/C.

A associagdo de IL17F com a EA foi encontrada em outros estudos (ROCHA
LOURES et al., 2018; BRAGA et al., 2021), mesmo em individuos HLA-B*27 negativos
(NEVES et al., 2021).
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Modelo de Genétipo Controle Caso OR (95% P AlC
heranca N=193 N=55 IC)
n (%) n (%)
Codominante /T 176 (91,2) 39 1,00
T/C 15(7,8) (70,9) 4,41 (1,92- 0,0018 239,3
c/c 2(1,0) 16 10,13)
(29,1) 0,00
0(0,0)
Dominante /T 176 (91,2) 39 1,00
T/C-C/C 17 (8,8) (70,9) 3,89 (1,73-  0,0013 239,6
16 8,73)
(29,1)
Recessivo T/T-T/C 191 (99,0) 55 1,00
c/C 2(1,0) (100,0) 0,00 0,36 2491
0(0,0)
Sobre- T/T-C/C 178 (92,2) 39 1.00
dominante T/C 15 (7,8) (70,9) 4,46 (1,94- 5e-04 238*
16 10,24)
(29,1)
Alelos T 367 (95,00 94
(85,0)
C 19 (5,0) 16 3,29 (1,63-  5e-04
(15,0) 6,64)

Tabela 3 — Analise da associagdo das variantes de IL17F com a Espondilite Anquilosante e entesite
associada, ajustado por género e HLA-B*27.

*Melhor modelo de heranga de acordo com o menor AIC (Sole et al., 2006). n= nimero de individuos

Modelo de Genétipo Controle Caso OR(95%CIl) P AIC
heranca N=193 N=127
n (%) n (%)
Co- T 176 89 (70,1%) 1,00
dominante  T/C (91,2%) 36 (28,4%) 3,75(1,84- 9e-04 3668
C/C 15(7,8%) 2 (1,6%) 7,63)
2 (1%) 1,78 (0,20-
15,69)
Dominante  T/T 176 89 (70,1%) 1,00
T/IC-CIC  (91,2%) 38(29,9%) 3,52 (1,78- 2e-04
17 (8,8%) 6,96)
Recessivo  T/T-T/C 191 (99%) 125 (98,4%) 1,00
C/C 2 (1%) 2 (1,6%) 1,45 (0,16- 0,74 3786
12,89)
Sobre- TT-CIC 178 91 (71,7%) 1,00
dominante  T/C (92,2%) 36 (28,4%) 3,71(1,83- 2e-04 365,1°
15 (7,8%) 7,55)
Alelos T 367 (95,0) 214 (84,0)
o, 19 (5,0) 40 (16,0) 3,61(2,04- 5e-04
6,39)

Tabela 4 - Andlise da associacgao das variantes de IL17F com a Espondilite Anquilosante e sacroileite
associada, ajustado por género e HLA-B*27.

*Melhor modelo de heranga de acordo com o menor AIC (Sole et al., 2006). n= nimero de individuos.
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Embora a espondilite anquilosante seja uma doenca mais prevalente em homens
do que em mulheres, neste estudo o alelo C e o genotipo T/C de IL17F foram associados
a susceptibilidade ao desenvolvimento de entesite e de sacroileite em pacientes com EA
para ambos os géneros (tabelas 5 e 6). Para os demais SNPs de citocinas analisadas (TNF

e IL17A) néo foi observada diferenca na distribuicéo das frequéncias em relagéo ao género.

Casos Controles OR (95% CI)

Feminino* n n

1,00
T/T 26 103 4,42 (1,48-
T/C 9 8 13,17)
c/C 0 2 0.00
Masculino*

1,00
T/T 13 73 441 (1,22-
T/C 7 7 15,91)
C/C 0 0 o

Tabela 5 - Distribuicéo das frequéncias genotipicas de IL17F em individuos com EA e entesite
associada e controles, separados por género, com N=248, ajustado por HLA-B*27.

*P>0,05; n= namero de individuos.

Casos Controles OR (95% Cl)
Feminino* n n
TT 48 103 1,00
T/C 18 8 4,86 (1,88-12,55)
c/C 1 2 1,50 (0,13-17,10)
Masculino*
TT 41 73 1,00
T/IC 18 7 2,63 (0,90-7,71)
C/C 1 0 R

Tabela 6 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas de IL17F em individuos com EA e sacroileite
associada e controles, separados por género, com N=320, ajustado por HLA-B*27.

*P>0,05; n= nimero de individuos

Os hapl6tipos TNF -238_TNF -308 e IL17A_IL17F nao foram associados a entesite

ou a sacroileite na EA (tabela 7).
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Entesite Sacroileite

Haplétipo Casos Controles Casos Controles
N=55 N=193 N=127  N=193
(%) (%) (%) (%)

TNF-238/

TNF-308

G/G 77,7 79,1 76,6 77,7

G/A 15,3 13,7 15,8 15,3

A/IG 5,16 5,5 53 5,2

A/A 1,84 1,8 2,3 1,8

IL17A/IL17F

G/T 71,0 66,0 70,9 63,8

AT 241 19,6 241 20,5

G/C 3,9 8,7 3,9 8,3

A/C 1,0 59 1,00 7,5

Tabela 7 - Distribuico das frequéncias haplotipicas de TNF -238_TNF -308 e de IL17A_IL17F em
individuos com entesite e sacroileite na EA e controles, ajustado por género e HLA-B*27.

P>0,05: entre casos e controles para entesite e sacroileite na EA.

Os resultados obtidos apontaram que a presenca do gene HLA-B*27 e a variante de
IL17F foram considerados fatores de risco ao desenvolvimento das formas clinicas entesite
e sacroileite na EA.

Até onde vai 0 nosso conhecimento, ndo foram encontrados na literatura estudos
que fizessem analises na distribuicdo de frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas
relacionando grupos controles e individuos com essas duas manifesta¢des clinicas comuns
na EA.

41 CONCLUSAO

Ao avaliar as frequéncias dos polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) dos genes
TNF e IL17 e sua associagdo com as manifestacdes clinicas na Espondilite Anquilosante
em pacientes da regido Sul do Brasil, encontrou-se que a variante do polimorfismo de
IL17F foi associada a susceptibilidade ao desenvolvimento de entesite e de sacroileite em
pacientes com EA.
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