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Resumo

Introdugdo: A rinossinusite cronica € uma doenca multifatorial cuja patogénese, influenciada
por fatores genéticos e ambientais, ainda é incerta. Estudos genéticos anteriores mostraram
que pacientes com rinossinusite cronica tém expressao reduzida do gene da Interleucina-22
(IL-22).

Objetivo: ldentificar e comparar a frequéncia de polimorfismos no gene IL22RA1 (receptor subu-
nidade alfa 1 da interleucina 22) entre os pacientes com rinossinusite cronica com ou sem polipos
nasais.

Método: Amostras de sangue periférico foram coletadas de 70 pacientes com rinossinusite
cronica com polipos nasais, 14 pacientes com rinossinusite crénica sem polipos nasais e 68
individuos sem rinossinusite cronica, seguido por extracao de DNA e analise da sequéncia do
gene IL22RA1.

Resultados: Dos dez polimorfismos identificados no gene IL22RA1, trés nao foram encontrados
em alguma banco de dados genético analisado. Pacientes com rinossinusite cronica apresen-
taram maior frequéncia da insercao frameshift c.113_114insA, possivelmente patogénica. Por
outro lado, no grupo controle, o polimorfismo c.435A>C mostrou predominancia significativa
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do alelo mutado, talvez relacionado a uma protecdo potencial contra o fenétipo da rinossi-
nusite cronica. O polimorfismo ¢.770C> T, caracterizado como uma variante nao sindnima, foi
encontrado exclusivamente em pacientes negros com rinossinusite crénica com polipos nasais.
Conclusées: Embora nenhuma relacdo causal direta possa ser estabelecida entre os polimor-
fismos do gene IL22RA1 e a fisiopatologia da rinossinusite cronica, variacées genéticas como
c.113_114insA e c.435A>C podem estar envolvidas na suscetibilidade ou protecao contra o feno-
tipo da rinossinusite cronica, respectivamente. Testar essa hipotese exigira estudos com coortes

maiores.

© 2019 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Apesar da identificacdo de varios fatores potencialmente
envolvidos na rinossinusite cronica (RSC) - inclusive respos-
tas alérgicas, comprometimento de clearance mucociliar,
disfuncao imune, alteracao da defesa epitelial, agentes
microbianos e exposicdo ambiental' - sua etiologia per-
manece incerta. Um manejo mais assertivo dos pacientes
requer esclarecimentos adicionais sobre como esses fato-
res interagem entre si, bem como os fatores genéticos na
etiologia da RSC.

A interleucina 22 (IL-22) é uma citocina da familia IL-
10 que pode estar envolvida na resposta inflamatoria da
fase aguda, ativacao do sistema imune inato, migracao celu-
lar induzida, inibicdo das células dendriticas e atenuagao
das respostas alérgicas.”? O receptor IL22RA1 também
pode desempenhar um papel essencial na cicatrizacao e
reorganizacdo dos tecidos. Kotenko et al.® mostraram que
os niveis de IL22RA1 eram significativamente mais baixos
nas células epiteliais de pacientes com RSC com polipos
nasais (RSCcPN) que nao responderam a cirurgia. Isso pode
resultar em danos a barreira epitelial, com uma diminuicdo
na producdo de citocinas pré-inflamatérias Th1, causar
uma inversao no padrao de resposta Th1/Th2. Alternativa-
mente, alteracdes no regulador do complexo heterodimero
(IL22RA1-IL10R2, IL20 e IL24) podem levar a diminuicdo da
resposta imune inata (B-defensinas, mucinas e metalopro-
teinases), aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias
(IL-6, IL-8 e TNF) e reducao da apoptose,** fornecer outros
possiveis mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no desen-
volvimento da RSC.

Embora as variantes genéticas possam nao ser a origem
de uma determinada doenca, elas podem conferir suscetibi-
lidade ao seu desenvolvimento. Portanto, o presente estudo
teve como objetivo identificar variantes associadas ao gene
IL22RA1 em pacientes brasileiros com diagnostico de rinos-
sinusite cronica e em individuos sem esse diagnostico.

Método

A escolha do gene IL22RA1 resultou de uma pesquisa cana-
dense anterior sobre agrupamento de DNA (Genome-Wide
Association Study)® que selecionou cinco polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) de alta prioridade e outros
18 polimorfismos do projeto internacional HapMap.® Entre
esses 23 SNPs, o gene IL22RA1 foi um forte candidato ao
desenvolvimento da RSC.°

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-
-USP) e pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa
(Conep), sob protocolo n° 5243/2011. Todos os pacientes e
controles foram convidados a participar da pesquisa apds
esclarecimento dos procedimentos e objetivos do estudo,
método de coleta de amostra, riscos e possivel acesso aos
resultados, conforme indicado em um termo de consenti-
mento livre e esclarecido (TCLE).

Pacientes e controles foram recrutados no ambulatorio
de otorrinolaringologia do HCFMRP-USP. De acordo com os
critérios clinicos da diretriz do European Position Paper on
Rhinosinusitis and Nasal Polyps (EPOS) de 2012,” os paci-
entes foram classificados como portadores de RSC com ou
sem PN. O grupo controle foi constituido por 68 volunta-
rios sem sintomas nasais € com nasofibroscopia normal, nao
relacionados aos participantes dos outros dois grupos. Todos
os participantes preencheram um questionario com nome,
idade, sexo, origem atual e remota, tabagismo, cor da pele
e histdrico atual de doencas, inclusive informagoes sobre
alergias sazonais e perenes, asma e intolerancia ao acido
acetilsalicilico. Pacientes com sindrome de Churg-Strauss,
discinesia ciliar primaria e fibrose cistica foram excluidos
do estudo.

0 plasma foi extraido das amostras de sangue periférico
por centrifugacao a 2500 RPM por 10 minutos a 4°C. Depois,
o DNA foi extraido da camada leucocitaria (Buffy Coat). Os
sete éxons do gene IL22RA1 foram amplificados por reacao
em cadeia de polimerase (PCR), com o sétimo exon dividido
em cinco sequéncias, devido ao seu tamanho, para simpli-
ficar a analise. O protocolo da PCR incluiu desnaturacao a
95°C, seguida de annealing, a temperaturas escolhidas de
acordo com o primer usado e extensao de DNA a 72° C, repe-
tida por aproximadamente 35 ciclos até atingir o plato da
reacao (fase final). Os produtos da PCR foram analisados
em gel de agarose a 1,5% para confirmar a amplificacao e o
tamanho esperado do fragmento.

Cada exon foi sequenciado no sequenciador automa-
tico 3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) com o
método Sanger. O arquivo de saida do sequenciador con-
siste em um cromatograma que contém as informagoes da
sequéncia e a qualidade dos nucleotideos.

A patogenicidade das variantes foi investigada com
a ferramenta UMD-Predictor,® que combina propriedades
bioquimicas de aminoacidos mutados, impacto nos sinais de
splicing, localizacdo de mutacées em dominios funcionais,
frequéncia de variantes na populacdo global, conservacao
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Tabela 1  Analise estatistica que compara as frequéncias alélicas em pacientes com rinossinusite cronica com polipos nasais e

individuos controle

Nucleotideo Genotipo RSCcPN, n (%) Controle, n (%) p-valor

70 68

c.135G>A G/G 65 (92,9) 59 (86,8) 0,37
G/A 5(7,1) 9 (13,2)

c.135G>A G/G 66 (94,3) 68 (100,0) 0,14
A/A 4(5,7) 0 (0,0)

c.113_114insA WT 57 (81,4) 57 (83,8) 0,88
Ins A 13 (18,6) 11 (16,2)

C.74T>A T/T 70 (100,0) 67 (98,5) 0,99
A/A 0 (0,0) 1(1,5)

c.141C>A Cc/C 70 (100,0) 67 (98,5) 0,99
C/A 0 (0,0) 1(1,5)

c.435A5C A/A 50 (71,4) 33 (48,5) 0,01
A/C 20 (28,6) 35 (51,5)

C.435A>C A/A 37 (52,9) 47 (69,1) 0,07
c/C 33 (47,1) 21 (30,9)

Cc.613G>A G/G 70 (100) 68 (100) N/A
A/A 0 0

c.770C>T Cc/C 68 (97,1) 68 (100,0) 0,49
C/T 2 (2,9) 0 (0,0)

€.936C>T c/c 67 (95,7) 64 (94,1) 0,97
/T 3(4,3) 4 (5,9)

c.1077C>T Cc/C 69 (98,6) 68 (100,0) 1,00
/T 1(1,4) 0 (0,0)

c.1552C>G G/G 67 (95,7) 65 (95,6) 1,00
Cc/C 3 (4,3) 3 (4,4)

c.1552C>G G/G 70 (100,0) 67 (98,5) 0,99
G/C 0 (0,0) 1(1,5)

RSCcPN, rinossinusite cronica com polipos nasais; n, nimero de amostras; C, citosina; T, timina; A, adenina; G, guanina; WT, tipo

selvagem, N/A, nao aplicavel.
p < 0,01: possivel protecao contra os fenotipicos.

de aminoacidos mutados com a matriz de substituicao glo-
bal BLOSUMé62 e conservacao de sequéncias de aminoacidos
em 100 espécies. Os preditores PolyPhen2’ e Sift/PROVEAN'C
foram usados para auxiliar os resultados da UMD-Predictor.
As variantes também foram analisadas com o algoritmo CADD
(Combined Annotation Dependent Depletion), que avalia
o grau de patogenicidade da mutacao, inclusive pequenas
insercbes e delecdes (InDels)."" A plataforma VarSome foi
usada para consolidar todas as informacdes relacionadas a
previsdo de patogenicidade.

O teste exato de Fisher foi usado para avaliar possi-
veis associagdes entre as variaveis analisadas. A analise dos
polimorfismos foi feita em diferentes etapas: grupo RSCcPN
versus grupo controle, grupo RSCsPN versus grupo controle
e grupo RSCcPN versus grupo RSCsPN (tabelas 1-3).

Resultados

Foram analisadas 152 amostras: 70 de RSCcPN, 14 de RSCsPN
e 68 de individuos-controle. As mulheres constituiram 55%
dos participantes do estudo e a média de idade foi de 46,9
anos. Quanto a cor da pele, 80% dos individuos afirmaram ser
brancos, 9% pardos/mulatos, 16% negros, 3% e 1% amarelos.
Entre os pacientes com RSC, 13% tinham asma, a maioria

deles com PN (90%). O uso de tabaco foi relatado por 3%
dos participantes, principalmente no grupo RSCsPN. Dos 19%
dos participantes que tiveram testes cutaneos positivos para
alergia (teste de puntura ou teste prick), 86% tinham PNs.
Dos 9% dos participantes intolerantes a aspirina, 92% eram
pacientes com RSCcPN (tabela 4).

O procedimento de sequenciamento identificou 10 poli-
morfismos no gene IL22RA1, localizado no cromossomo
1 (tabela 5). Informacdes sobre a patogenicidade dos
polimorfismos ¢.135G>A, c.74T>A, c.141C>A, c.435A>C,
€.770C>T, c.936C>T, e c.1077C>T nao estavam disponiveis,
mas c.613G>A e ¢.1552C>G ja foram descritos como nao
patogénicos. A variante c.113_114insA (Gln26Profs*11) é
provavelmente patogénica, uma caracteristica tipica das
mutacoes frameshift (tabela 6).

A variante c.113_114insA (Gln26Profs*11), que nao havia
sido descrita anteriormente, foi encontrada principalmente
na RSCcPN. Essa variacao de frameshift pode resultar em
uma proteina nao funcional, possivelmente contribui para o
desenvolvimento da RSC.

Em relacdo ao exon 4 em heterozigose, apenas a variante
¢.435A>C (p.Pro145=) apresentou predominancia estatisti-
camente significativa do alelo mutado no grupo controle
(51,5%) em comparacao ao grupo RSCcPN, sugeriu uma
possivel protecdo contra o fenoétipo da RSC. Entretanto,
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Tabela2 Analise estatistica que comparando as frequéncias alélicas em pacientes com rinossinusite crénica sem poélipos nasais

e individuos controle

RSCsPN, n (%) Controle, n (%) p-valor
14 68

c.135G>A G/G 13 (92,9) 59 (86,8) 0,85
G/A 1(7,1) 9 (13,2)

c.135G>A G/G 14 (100,0) 68 (100,0) N/A
A/A 0 0

c.113_114insA WT 13 (92,9) 57 (83,8) 0,65
Ins A 1(7,1) 11 (16,2)

C.74T>A T/T 14 (100,0) 67 (98,5) 1,00
A/A 0 (0,0) 1(1,5)

c.141C>A c/c 14 (100,0) 67 (98,5) 1,00
C/A 0 (0,0) 1(1,5)

c.435A>C A/A 9 (64,3) 33 (48,5) 0,44
A/C 5 (35,7) 35 (51,5)

c.435A>C A/A 8 (57,1) 47 (69,1) 0,58
c/c 6 (42,9) 21 (30,9)

c.613G>A G/G 13 (92,9) 68 (100,0) 0,38
A/A 1(7,1) 0 (0,0)

c.770C>T c/c 14 (100,0) 68 (100,0) N/A
C/T 0 0

c.936C>T c/c 14 (100,0) 64 (94,1) 0,80
C/T 0 (0,0) 4 (5,9)

c.1077C>T c/c 14 (100,0) 68 (100,0) N/A
C/T 0 0

c.1552C>G G/G 14 (100,0) 65 (95,6) 0,98
c/c 0 (0,0) 3 (4,4)

c.1552C>G G/G 14 (100,0) 67 (98,5) 1,00
G/C 0 (0,0) 1(1,5)

RSCsPN, rinossinusite cronica sem polipos nasais; n, nimero de amostras; C, citosina; T, timina; A, adenina; G, guanina; WT, tipo selvagem;

N/A, nao aplicavel.

informacdes sobre a patogenicidade desse polimorfismo nao
estao disponiveis nos bancos de dados de previsao.

Discussao

Em uma tentativa de identificar possiveis mecanismos gené-
ticos que desencadeiam a rinossinusite cronica, comparamos
os polimorfismos do gene IL22RA1 em amostras de pacientes
brasileiros com RSC e em um grupo controle, sem a doenga.
Identificamos uma nova mutacao no gene IL22RA1, do tipo
frameshift, c.113_114insA (Q26Pfs*11), que é uma mutacao
potencialmente patogénica que apareceu principalmente
nos grupos de pacientes, mas ndo houve significancia esta-
tistica quando comparada ao grupo controle. Além disso,
o polimorfismo c.435A>C, em heterozigose, ocorreu com
maior frequéncia no grupo controle do que no grupo RSCcPN,
sugeriu que essa variante poderia conferir protecao contra
o desenvolvimento de RSC.

Trés polimorfismos nunca foram descritos nas bases de
dados genéticas analisadas (dbSNP, ExAC): Gln26PProfs*11,
p.Leu25His, e p.Gly47=). A variante p.Pro257Leu, detec-
tada em dois pacientes negros com PNs, manteve uma
Frequéncia Alélica Menor (MAF - do inglés Minor Allele
Frequency) menor do que 0,01. Como se trata de uma

variante caracterizada como de significado incerto e de
baixa frequéncia na populacao em geral, seria interessante
fazer ensaios funcionais para confirmar sua patogenicidade.

O estudo conduzido por Ramanathan et al.”® foi o
primeiro a demonstrar diminuicdo da expressao do gene
IL22RA1 em individuos com RSCcPN em comparacdo com
individuos sem polipos e grupo controle, mas nenhuma
explicacao foi proposta para essa diferenca. Um estudo
com pacientes canadenses propds polimorfismos do gene
IL22RA1 como uma causa potencial para RSC.° No entanto,
os polimorfismos de IL22RA1 aqui descritos sao diferentes
daqueles descritos por Mfuna-Endam et al. (2009).° Isso
pode ser devido as diferentes populacdes dos quais foram
amostrados, aos diferentes fatores ambientais aos quais as
populacdes foram expostas ou ainda ao menor nimero de
pacientes analisados em nosso estudo.

Nao investigamos como as mutacdes observadas aqui
poderiam contribuir para o desenvolvimento da RSC, com
ou sem PNs. Sabe-se que pacientes com RSC apresentam
menor expressao de IL-22, potencialmente causa disfuncao
da barreira epitelial e alteracdes na resposta de Th1, e o
desequilibrio inflamatério entre Th1 e Th2 pode contribuir
para o desenvolvimento da RSC. Variacoes no gene IL22RA1
podem desregular os mecanismos de imunidade inata, levar
a diminuicdo de mediadores inflamatorios especificos. O
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Tabela 3 Analise estatistica que compara as frequéncias alélicas em pacientes com rinossinusite cronica com e sem polipos

nasais

Genotipo RSCcPN, n (%) RSCsPN, n (%) p-valor
70 14

c.135G>A G/G 65 (92,9) 13 (92,9) 1,00
G/A 5(7,1) 1(7,1)

c.135G>A G/G 66 (94,3) 14 (100,0) 0,82
A/A 4(5,7) 0 (0,0)

c.113_114insA WT 57 (81,4) 13 (92,9) 0,51
Ins A 13 (18,6) 1(7,1)

C.74T>A TIT 70 (100,0) 14 (100,0) N/A
A/A 0 0

c.141C>A c/C 70 14 N/A
C/A 0 0

c.435A>C A/A 50 (71,4) 9 (64,3) 0,83
A/C 20 (28,6) 5 (35,7)

c.435A>C A/A 37 (52,9) 8 (57,1) 1,00
c/C 33 (47,1) 6 (42,9)

C.613G>A G/G 70 (100,0) 13 (92,9) 0,37
A/A 0 (0,0) 1(7,1)

c.770C>T c/C 68 (97,1) 14 (100,0) 1,00
C/T 2 (2,9) 0 (0,0)

c.936C>T c/C 67 (95,7) 14 (100,0) 1,00
C/T 3 (4,3) 0 (0,0)

c.1077C>T c/C 69 (98,6) 14 (100,0) 1,00
c/T 1(1,4) 0 (0,0)

c.1552C>G G/G 67 (95,7) 14 (100,0) 1,00
c/C 3 (4,3) 0 (0,0)

c.1552C>G G/G 70 (100,0) 14 (100,0) N/A
G/C 0 0

RSCCcPN, rinossinusite cronica com polipos nasais; RSCsPN, rinossinusite cronica sem polipos nasais; n, nUmero de amostras; C, citosina;
T, timina; A, adenina; G, guanina; WT, tipo selvagem; N/A, nao aplicavel.

Tabela 4 Caracteristicas da populacao estudada

RSCcPN RSCsPN Controle Total
Individuos 70 14 68 152
Feminino 28 (40%) 10 (71%) 45 (66%) 83 (55%)
Masculino 42 (60%) 04 (29%) 23 (34%) 69 (45%)
Média de idade 50,2 55,9 41,6 46,9
Branco 59 (84%) 12 (86%) 51 (75%) 122 (80%)
Pardo 07 (10%) 2 (14%) 15 (22%) 24 (16%)
Negro 04 (6%) 0 01 (1,5%) 05 (3%)
Amarelo 0 0 01 (1,5%) 1(1%)
Asma 18 (26%) 02 (14%) 0 20 (13%)
Uso de tabaco 02 (3%) 03 (21%) 0 05 (3%)
Teste de sensibilidade cutanea + 25 (36%) 04 (29%) N/A 29 (19%)
Intolerancia a aspirina 12 (17%) 01 (7%) 0 13 (9%)

RSCCcPN, rinossinusite cronica com polipos nasais; RSCsPN, rinossinusite cronica sem polipos nasais; N/A, nao aplicavel.

comprometimento do complexo heterodimero que inclui Apesar de resultar em alteracdes que podem levar a
IL-10R2, IL-20 e IL-24 é outro mecanismo que pode dificul- mudancas na configuracdo das proteinas, a incidéncia dos
tar a transducao de sinal e a ativacao da transcricao (via polimorfismos detectados foi baixa. Estudos adicionais sao
JAK/STAT), levar a desregulacao dos niveis de citocinas necessarios, em coortes maiores, para diminuir a proba-

pro-inflamatorias.

bilidade de que esses achados sejam aleatorios, garantir
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Tabela 5 Descricao dos polimorfismos encontrados no gene IL22RA1

Exon Nucleotideo Aminoacido SNP ID Classificacao ACMG Tipo MAF
2 c.135G>A p.Pro45 = rs10903022 Benigno Sin6nimo 0.47
2 c.113_114insA p.Gln26Profs*11 ND 2 Frameshift N/A
2 C.74T>A p.Leu25His ND Benigno N&o Sinonimo N/A
2 c.141C>A p.Gly47 = ND Benigno Sin6nimo N/A
4 c.435A>C p.Pro145= rs17852649 Benigno Sinénimo 0.48
5 Cc.613G>A p.Val205ILe rs16829204 Benigno N&o Sinonimo 0.15
6 c.770C>T! p.Pro257Leu rs142356961 Significancia incerta Nao Sinénimo <0.01
7 c.936C>T p.Pro312 = rs17852648 Benigno Sindnimo 0.21
7 c.1077C>T p.Val359 = rs34967816 Benigno Sin6nimo 0.12
7 c.1552C>G? p.Arg518Gly rs3795299 Significancia incerta N&o Sinénimo 0.47

SNP ID, identificacdo de polimorfismo de nucleotideo Unico; MAF, frequéncia alélica menor; N/A, nao aplicavel; ND, ndo descrito.
Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) gera pontuacdes preditivas para variantes de nucleotideo Unico em todas as areas

do genoma, inclusive regides nao codificantes.
a Escore CADD > 18, compativel com variantes patogénicas.

Tabela 6 Caracterizacao dos polimorfismos encontrados no gene IL22RA1 nos diferentes grupos de estudo

Nucleotideo Citacao Impacto RSCcPN (70) RSCsPN (14) Controle (68)
Ht Ho Ht Ho Ht Ho

p.Pro45 = Sim SIP 5 4 1 9

p-Gln26Profs*11 Nao PATH? 13 1 11

p.Leu25His Nao SIP 1

p-Gly47 = Nao SIP 1

p.Pro145 = Sim SIP 20 33 5 6 35 21

p.Val205ILe Sim Nao PATH 1

p.Pro257Leu Sim SIP 2

p.Pro312 = Sim SIP 3 4

p.Val359 = Sim SIP 1

p.Arg518Gly Sim Nao PATH 3 1 3

RSCcPN, rinossinusite cronica com poélipos nasais; RSCsPN, rinossinusite cronica sem pdlipos nasais; SIP, sem informacdo patogénica; Ht,
heterozigose; Ho, homozigose; PATH?, provavelmente patogénico; Nao PATH, ndo patogénico.

sua reproducado e definir o impacto desses polimorfismos na
doenca em questao.

Conclusoes

Neste estudo, identificamos um novo polimorfismo asso-
ciado positivamente a RSCcPN, a variante c.113_114insA
(Q26Pfs*11). Além disso, um polimorfismo no exon 4 foi sig-
nificantemente mais frequente no grupo controle do que
no grupo RSCcPN (c.435A>C em heterozigose), sugeriu uma
protecédo potencial contra o fenétipo da RSC.
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