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Resumo:

A Espondilite Anquilosante (EA) é uma doenc¢a autoimune, com inflamacéo crénica
gue acomete principalmente o esqueleto axial. Os mecanismos e a patogénese
pelos quais a EA se desenvolve ainda ndo sdo bem compreendidos. Alguns estudos
apontam a participagdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-8 na
imunopatogénese da doenca. A IL-8 € uma quimiocina membro da familia das
citocinas que possui atividade quimiotatica para neutréfilos. O objetivo desse
trabalho foi realizar a dosagem sérica da IL-8 e comparar com a frequéncia dos
polimorfismos IL8 -353(T>A) (rs4073), IL8 -738 (T>A) e IL8 -845 (T>C) (rs2227532),
previamente realizados, nos pacientes com EA, da regido norte/noroeste do Estado
do Parana. A determinacdo dos niveis séricos da citocina IL-8 em 34 pacientes com
EA utilizando aliquotas de soro em duplicata, seguindo protocolo ProcartaPlex™
Multiplex Immunoassay, e analisada posteriormente no citdmetro de fluxo (Luminex®
2000). Os resultados mostraram que néo houve diferenca nos niveis de IL-8 entre os
gendtipos dos polimorfismos analisados. Assim, concluimos que os niveis de IL-8
nao estdo associados ao genotipo dos polimorfismos analisados em pacientes com
espondilite anquilosante.

Introducao

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca inflamatéria crénica que
acomete preferencialmente a coluna vertebral, podendo evoluir com rigidez e
limitacdo funcional progressiva do esqueleto axial (BARROS, et al., 2007). Os
mecanismos imunopatogénicos da EA néo sao totalmente elucidados e ha
evidéncias do envolvimento de citocinas pro-inflamatérias como a IL-8 que é uma
quimiotatica para neutrofilos (BAGGIOLINI, WALZ, KUNKEL, 1889).

Muitos estudos ja confirmaram a implicacdo da IL-8 no desenvolvimento da
EA, uma vez que, os macrofagos ativados no infiltrado celular séo uma importante
fonte de liberacdo de IL-8 que, por sua vez, recruta neutréfilos, estimula
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angiogénese e a expressdo de integrinas no endotélio de vasos sanguineos
favorecendo a migracdo de neutréfilos para a zona inflamatéria e, por conseguinte,
dano a articulagdo. Os niveis séricos de IL-8 ja foram também positivamente
correlacionados com instrumentos de avaliagdo da doenca, como BASDAI e ASDAS
(AZEVEDOQO, et al., 2013).

Portanto o objetivo desse estudo foi realizar a dosagem sérica da IL-8 e
comparar com a frequéncia dos polimorfismos IL8 -353(T>A) (rs4073), IL8 -738
(T>A) e IL8 -845 (T>C) (rs2227532), previamente realizados, nos pacientes com EA,
da regido norte/noroeste do Estado do Parana.

Materiais e métodos

O projeto foi realizado 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.

Pacientes e controles

Aproximadamente 34 pacientes adultos, com EA, de ambos o0s sexos,
residentes em diferentes municipios do norte/noroeste do Estado do Parana. Os
pacientes foram triados em clinicas de reumatologia particulares e no ambulatério de
reumatologia do Hospital Universitario de Maringa.

Determinacgédo dos niveis séricos da citocina IL-8

A determinacdo dos niveis seéricos da citocina IL-8 foi realizada para 34
individuos. Utilizando aliqguotas de soro, através do Kits de Imunoensaio
HumanCytokine 10-Plex Panel (Life Technologies, Carlsbad, CA) de acordo com
as recomendacbes do fabricante. O sinal de fluorescéncia foi verificado no
equipamento Luminex® 2000.

Analise Estatistica

Os niveis séricos e os gendtipos de IL-8 foram organizados em planilha Excel
manualmente. As comparacbes do nivel sérico de IL-8 com os polimorfismos
genéticos do gene que codificam IL8 foram realizadas no programa Bioestat versao
5.0 por meio do teste Mann Whitney. Foi considerado como significativo P<0,05.

Resultados e Discussao

Foi realizada a dosagem de citocinas em trinta e quatro (34) pacientes com
EA que haviam sido previamente genotipados para os polimorfismos localizado no
gene IL8, nas posic¢oes -353 (T>A) (rs4073), -738 (T>A) e -845 (T>C) (rs2227532). A
quantificacdo da IL-8 foi realizada, em duplicata, seguindo protocolo ProcartaPlex™
Multiplex Immunoassay, e analisada posteriormente no citdmetro de fluxo (Luminex®
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200). Para o polimorfismo IL-8 -353(T>A) (rs4073), foram analisados o0s niveis
séricos dessa citocina em 10 individuos com genotipo A/A, 16 A/T e 8 T/T. Para o
polimorfismo IL-8 -738 (T>A), a dosagem foi realizada em 20 pacientes com
gendtipo A/T e 14 T/T. Para o polimorfismo IL-8 -845 (T>C) (rs2227532), foi
quantificada em 12 pacientes com genotipo T/C e 22 T/T. Nao houve diferenca nos
niveis de IL-8 entre os gendtipos dos polimorfismos analisados, conforme tabela 1.

Tabela 1 — Comparacdo da dosagem de citocinas com 0s genotipos dos
polimorfismos -353 (T>A), -738 (T>A) e -845 (T>C) da IL-8.
Polimorfismo Mediana Mediana P-valor
- 353
A/A X AIT 0 1,86 0,09
AITXTIT 1,86 0,37 0,39
AIAXTIT 0 0,37 0,37
A/A+AIT X TIT 0,50 0,37 0,87
-738
AT XTIT 0,50 0,37 0,77
-845
TICXTIT 0,40 0,18 0,27
Conclusoes

Os niveis IL-8 ndo estdo associados ao genétipo dos polimorfismos IL-8 -353
(T>A) (rs4073), IL-8 -738 (T>A) e IL-8 -845 (T>C) (rs2227532) em pacientes com
espondilite anquilosante.
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