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Resumo:

Espondilite anquilosante (EA) € uma doenca autoimune cuja etiologia é
desconhecida. Devido ao seu espectro reumatico amplo e complexa base genética,
muitos trabalhos buscam compreender melhor a patogénese e caracteristicas
clinicas da doenca por meio de pesquisas de citocinas na imunopatogénese da
doenca. Apesar de o mecanismo da EA nao ser totalmente compreendido, levantou-
se a hipdtese de que as citocinas estejam envolvidas na patogénese da doenca. A
IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, que possui tanto papel estimulador, como
supressor da resposta imunoldgica, dependendo do contexto que ela se encontra.

Introducao

As Espondiloartropatias (EpAs) constituem-se de um grupo heterogéneo de doencas
inflamatorias imunomediadas que apresentam caracteristicas clinicas comuns entre
si e cuja etiologia é desconhecida. As EpAs podem se manifestar sobre diversas
formas como a Espondilite Anquilosante (EA), Artrite Psoriasica (AP), Artrite Reativa
(AR), artrite relacionada com a doenca inflamatoria intestinal (DIl) e EpA
indiferenciada (El). Essas patologias possuem caracteristicas em comum e outras
distintas das demais artrites inflamatodrias, em especial a Artrite Reumatoide (AR)
(Gallinaro et al., 2010). Mas, a EA possui caracteristicas que as distinguem de
outras doencas reumaticas, como 0 envolvimento articular periférico, assimétrico e
com predominio de artrite de grandes articulagbes, em especial dos membros
inferiores, 0 acometimento das articulagcbes sacroiliacas e da coluna vertebral,
especialmente do segmento lombar, a extensdo do processo inflamatério as
enteses, a negatividade para a pesquisa do fator reumatoide (FR) pelos métodos
convencionais, a auséncia de nodulos reumatoides subcutaneos, a historia familiar
de EA, a associacdo com o HLA-B27 e a tendéncia a sobreposicao clinica entre as
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diversas doencas, principalmente, no que se refere as manifestacbes extra-
articulares (Lipton e Deodhar, 2012).

Estudos anteriores tém mostrado uma producdo maior de interleucina 10(IL-10) em
pacientes com espondiloartrites quando comparados com os controles (Rudwaleit et
al., 2001). Esta citocina anti-inflamatdria desativa macrofagos e células dendriticas,
sendo produzida como parte da resposta homeostatica a infeccédo e inflamacgéo e
desempenha um papel critico na limitacdo da duracdo e intensidade das reacoes
imunologicas e inflamatérias (Moore et al., 2001). Ela pode atuar tanto como
supressora quanto como estimuladora da resposta imune, dependendo do contexto
em que esta presente. A producéo de IL-10 € rigorosamente regulada, uma vez que
niveis excessivos dessa citocina conduzem a incapacidade de controlar patégenos
infecciosos, enquanto IL-10 insuficiente conduz a processos patolégicos secundarios
a lesdes teciduais (Moore et al., 2001). Os mecanismos de acdo da IL-10 incluem a
supressdo da apresentacdo de antigenos, bem como a inibicdo da producdo de
citocinas e mediadores inflamatérios. Uma atividade biolégica chave da IL-10 é a
supressdo da inflamacdo mediada pelo fator de necrose tumoral a (TNF-a) e IL-1
(Moore et al.,, 2001). Sabe-se que polimorfismos localizados na regidao 5'-
flanqueadora do gene IL10, como dois microssatélites de sequéncias (CA)
repetitivas e mutacbes de um Unico nucleotideo (SNP - single nucleotide
polymorphism) nas posi¢cdes —1082(G/A) (rs1800896) estédo envolvidos na regulacao
da producéo de IL-10 (Miteva et al., 2014). Dessa forma, o0 objetivo deste projeto foi
realizar a dosagem da IL-10 em pacientes com EA e correlacionar com polimorfismo
do gene produtor da citocina, buscando compreender melhor a relacdo dessa
citocina com a doenca.

Materiais e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade estadual de Maringa
(UEM) n° CAAE 27723114 e todos os participantes assinaram o termo de
consentimento. Pacientes e controles: Foram avaliados 48 individuos, sendo 14
controles (EA ausente), e 34 pacientes com EA, de ambos 0s sexos, residentes em
diferentes municipios do noroeste do Estado do Parana triados em clinica de
reumatologia particular e pelo ambulatério de reumatologia do Hospital Universitario
de Maringa. Determinacao dos niveis séricos da citocina IL-10: amostras de soro ja
obtidas e armazenadas em freezer -80°C foram utilizadas para determinacao dos
niveis seéricos da citocina IL-10, com Kits de Imunoensaio Human Custom
ProcartaPlex 10-Plex (Life Technologies, Carlsbad, CA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O sinal de fluorescéncia foi verificado no equipamento
Luminex® 200.

Resultados e Discussao

Quarenta e oito (48) individuos foram genotipados para o polimorfismo localizado na
regido 5’-flanqueadora do gene IL10, nas posi¢des —1082(G/A) (rs1800896), , sendo
13 com gendtipo A/A, 24 com gendtipo G/A e 11 com gendtipo G/G. A quantificacdo
da IL-10 foi realizada para estes 48 individuos, em duplicata, seguindo o protocolo
ProcartaPlex™  Multiplex Immunoassay, através de beads magnéticos,

- Universidade 0O FUNDACAO
. K
AUEMM“% « {{CNPq A "c’f”-‘," _ GOVERNO
Clet e Tec arand

DO ESTADO DO PARANA



28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica

8° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior USLE S e 2

estabelecendo uma curva padrdo para comparar com a dosagem da IL-10 e
analisada, posteriormente, no citdmetro de fluxo (Luminex® 200). Os nossos
resultados mostraram que a IL-10 no soro estava em niveis muito baixos tanto em
pacientes como controles. A maioria dos individuos estavam com niveis abaixo do
limite de deteccéo (<1,697 pg/ml). Foi possivel detectar os niveis de IL-10 no soro de
3 pacientes (2 com gendtipo G/A e 1 com G/G) e 5 controles (2 com gendétipos G/A,
2 com G/G e 1 com A/A). Os resultados obtidos para a quantificacdo de IL-10 para
esses pacientes podem ser observados na tabela 1. Nao foi possivel realizar a
analise estatistica dos dados devido ao numero insuficiente de amostras com niveis
séricos detectaveis.

Tabela 1. Concentracdes de IL-10 no soro de pacientes e controles.

Grupo Concentracao*

Espondilite Anquilosante 2,49 pg/ml 2,65
Controles 0,58 pg/ml +0,17
Geral 1,25 pg/ml £1,75

* Média + desvio padréo
Conclusoes

Como a maioria dos individuos apresentaram niveis de IL-10 abaixo do limite de
deteccdo, ndo foi possivel correlacionar a dosagem dessa citocina nos pacientes
com EA com polimorfismos do gene produtor dessa citocina. Outro método com
maior sensibilidade seria necessario para realizar uma nova quantificacdo e
correlacéo.
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