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Resumo

Espondilartropatias (EpA) sdo doencas inflamatérias da articulagdo com
envolvimento preferencial pelo esqueleto axial. Neste estudo analisou-se a
frequéncia e associagdo do polimorfismo IL8 em 173 pacientes com EpAs e
151 controles. Foram coletadas amostras de sangue periférico, 0 DNA foi
extraido pelo método salting-out e a genotipagem do polimorfismo de IL8
realizada pelo método RFLP. Apss a obtencdo dos gendtipos, analisou-se o
equilibrio de Hardy-Weinberg, a frequéncia desse polimorfismo e a
associacdo das citocina com as EpA através do programa OpenEpi e o
software SNPStats. Observou-se que o polimorfismo genético na espondilite
anquilosante nao foi estatisticamente significativa, evidenciando assim que
0S genotipos, onde a expressdao esta aumentada, ndo auxilia no
desenvolvimento da patologia em estudo.

Introducao

O conceito das espondiloartropatias (EpA) foi estabelecido considerando-se
0 englobamento de algumas doencas consideradas distintas entre si, porém,
com diversas caracteristicas em comum, em um mesmo conjunto. Dentre
essas caracteristicas comuns, estdo aspectos clinicos, como a dor axial
inflamatoria associada a artrite, a qual é predominante em grandes
articulacbes de membros inferiores, entesopatias periféricas, achados
radiologicos como sacroileite e achados laboratoriais como soronegatividade
para o fator reumatoide, além de predisposicdo genética dos individuos a
essas doencas. Estdo inclusas nas EpAs: Espondilite Anquilosante (EA),
Artrite Psoriasica (AP), Artrite Reativa (AR), artrite relacionada com a doenca
inflamatoria intestinal e EpA indiferenciada (El) (BARROS et al., 2007).

O mecanismo e a patogéneses das EpAs e das doencas reumatologicas
ainda ndo sao totalmente compreendidos, de modo que esta é considerada
complexa e multifatorial e envolve a atividade de citocinas pro-inflamatorias
como a IL-8 que € uma citocina quimiotatica que possui atuagao classica em
relacdo a alta seletividade para neutrofilos e media a ativacdo e migracao
destes. Ela é produzida por fagécitos mononucleares e por uma variedade
de células dos tecidos em estimulacdo por endotoxinas bacterianas, por
interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) (BAGGIOLINI et al.,
1998).
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A expressdo de interleucinas é rigidamente controlada, uma vez que a
superproducdo sistémica ativa respostas inflamatorias que tendem a
cronificacdo e lesdo com dano tecidual generalizado (ABBAS et al., 2015).
Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sao caracterizados pela troca
de uma base nitrogenada por outra na sequéncia do DNA. Os SNPs mais
estudados da IL-8 s&o: IL8 -353(T/A) (rs4073), IL8 -738 (T/A) e IL8 -845
(T/IC) (rs2227532), os quais podem ser importantes na producdo dessa
citocina.

Materiais e métodos

O projeto esta de acordo com as normas preconizadas pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) com o CAAE 27723114.0.0000.0104. Os pacientes foram triados em
clinica de reumatologia particular e pelo ambulatério de reumatologia do
Hospital Universitario de MaringA e encaminhados ao Laboratério de
Imunogenética do departamento de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Estadual de Maringa para a coleta de amostras de sangue e
extracdo de DNA utilizando a técnica in house on salting-out.

Foram avaliados os polimorfismos IL8 -353(T/A) (rs4073), I1L8 -738 (T/A) e
IL8 -845 (T/C) (rs2227532) pelo método de PCR- RFLP, no qual utilizam-se
enzimas de restricdo que cortam o DNA em pontos especificos gerando
fragmentos diferentes que sdo separados por eletroforese e visualizados em
forma de bandas no gel de agarose, sendo isso realizado ap6s a
amplificacdo das sequéncias por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
por metodologia ja padronizada no laboratorio. Para a amplificacdo das
sequéncias por PCR foram utilizadas de 100ng do DNA extraido.

Tabela 1. Sequéncias dos primers e enzimas de restricdo a serem utilizados
para os SNPs do gene IL8.

SNP de Sequéncias dos primers Enzima de
IL8 restricdo
-353(T/A) S — 5-GAATTCAGTAACCCAGGCAT-3 Mfel
(rs4073) R — 5-AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC-3
-738 (T/IA) S — 5-AACCCAGCAGCTCCAGTG-3 Xbal
(rs ***) R — 5-AGATAAGCCCAGCCAATCATT-3
-845 (T/C) S — 5-GAATTCAGTAACCCAGGCAT-3 Asel

(rs2227532) R - 5-AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC-3

*** Nao foi encontrado o rs (sequéncia referéncia) com o nimero de identificacdo para esse SNP.
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Figura 01. Exemplo de Genotipagem da IL8 (S-738)

As frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos analisados entre
pacientes e controles foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado com
correcao de Yates, com tabelas de contingéncia 2x2 e o risco foi avaliado
por Odds ratio, considerando um intervalo de confiangca (IC) de 95%,
utilizando-se o programa SNPStats (htt://bioinfo.iconcologia.net/index.php).

Resultados e Discussao

Os dados obtidos estdo demonstrados na tabela 2. De modo geral, verificou-
se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o genoétipo
comparando-o0 aos controles; além disso, os 3 SNPs ndo apresentaram
associacdo significativa entre os genotipos e a chance de desenvolver a
doenca.

Tabela 02. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos da IL8 em
pacientes com espondiloartrites e controles.

Genotipos Pacientes Espondilite Artrite Controles
e alelos EpAN=173 Anquilosante Psoriasica(AP)  N= 151 (%)
(%) (EAN =126 N =47(%)

(%)
IL8-738
AIA 2 (1,2%) 2 0 1(0,6%)
AIT
125 (72,2%) 88 37 96 (63,6%)
i 46 (26,6%) 36 10 54 (35,8%)
NA 1 1 0 0
IL8-353
AIA 40 (25,2%) 27 13 33 (22,2%)
AIT 81 (50,9%) 59 22 76 (51,4%)
TIT 38 (23,9%) 30 8 39 (26,4%)
NA™ 14 10 4 3
IL8-845
CIC 1 (0,6%) 1 0 0 (0%)
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TIC 56 (35%) 41 15 43 (29,1%)
TIT 103 (64,40%) 75 28 105 (71,9%)
NA”~ 14 10 4 3

*NA= falha na genotipagem da amostra

Podemos levar em consideracdo a grande complexidade da fisiopatologia
das espondiloatropatias e da grande gama de citocinas e outros produtos
inflamatorios que se correlacionam e se unem para a complexa fisiopatologia
ainda nao elucidada. Tais resultados podem demonstrar que o gendtipo de
interleucina 8 ndo é um fator preponderante para a fisiopatologia, mas sim
um cofator que a auxilia, uma vez que 0s niveis séricos de IL8 estédo
aumentados no liquido sinovial em pacientes com espondiloartropatias
(SEITZ et al., 1992), o que conota sua importancia na fisiopatologia.

Conclusbes

Constatou-se que, apesar de nao ter sido encontrada uma associacao
estatisticamente significativa da interleucina 8 com o desenvolvimento de
Espondilartropatias, tal alteracdo genética, associado a outros fatores
conhecidos e/ou desconhecidos, poderia demonstrar importantes
implicacbes terapéuticas, conforme estudado por SKOV et al., 2008,
associando-se, dessa forma, varios mecanismos para o controle da doenga
e trazendo maior beneficio para os pacientes.
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