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RESUMO

A Helicobacter pylori (H. pylori) € um importante fator de risco para o cancer gastrico,
provavelmente pela extensa inflamacdo causada por esta bactéria na mucosa gastrica.
O céancer gastrico € a segunda maior causa de mortalidade no mundo. Muitos estudos
tem reportado uma associacao entre polimorfismos IL10 e o risco de cancer gastrico e
concentracao da citocina IL-10. O objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo entre
variantes genéticas do IL10, infeccdo por H. pylori (presenca de IgG anti-H. pylori) e
producado de IL-10 por leucdcitos do sangue periférico. Genotipamos 12 SNPs da IL-10
em 1.353 criancas com idade 4-11 anos residentes numa area urbana em Salvador,
Brasil, usando Tagman. Os testes de associacao foram realizados utilizando regressao
logistica para avaliar a associacdo com a presenca de IgG anti- H. pylori e regressao
linear para producédo espontanea de IL-10 (culturas de sangue periférico) incluindo sexo,
idade e componentes principais para marcadores de ancestralidade como co-variavéis,
usando PLINK. Nossos resultados mostraram que os SNPs rs1800896 (p=0.02),
rs1878672 (p=0.05) e rs3024491 (p=0.04) no gene IL10 foram associados positivamente
com exposicao para infeccdo por H. pylori. Um total de 8 SNPs foram associados a
producdo espontdnea de IL-10. Alguns desses SNPs que foram positivamente
associados com a infeccdo por H. pylori também foram associados a producéo
espontanea de IL-10 em cultura (p=0.04 para rs1800896, p= 0.04 para rs1878672 e p=
0.01 para rs3024491). Através dos resultados obtidos, sugerimos que as variantes
rs1800896, rs3024491 e rs1878672 por induzirem uma maior producao de IL-10 estao
mais consistentemente associadas a presenca de IgG anti-H.pylori. Novos trabalhos
devem ser conduzidos no sentido de elucidar o papel das outras variantes bem como

verificar o impacto destas na ocorréncia de cancer gastrico.

Palavras chaves: gene IL10, H. pylori, IL-10, SNPs.



ABSTRACT

The Helicobacter pylori (H. pylori) is a strong risk factor for gastric cancer, likely due
to the extensive inflammation in the stomach mucosa caused by this bacteria. Many
studies have reported an association between IL10 polymorphisms and the risk of
gastric cancer and IL-10 production. The aim of the study was to evaluate the
association between IL10 genetic variants, H. pylori infection and IL-10 production by
peripheral blood leukocytes in children. We genotyped a total of 12 SNPs on IL10 in
1.353 children aged 4-11 years living in a poor urban area in Salvador, Brazil, using
TagMan probe based, 5’ nuclease assay minor groove binder chemistry. Association
tests were performed by logistic regression for H. pylori infection and linear
regression for IL-10 spontaneous production (whole blood cultures) including sex,
age and principal components for informative ancestry markers as covariates, using
PLINK. Our results shown that SNPs rs1800896 (OR: 1,249; 95% CI: 1,031-1,513),
rs3024491 (OR: 1,233; 95% CI: 1,013-1,502), rs1878672 (OR: 1,217; 95% CI:
0,9995 -1,481) on IL10 were positively associated with exposure to H. pylori
infection. A total of eight SNPs were associated with IL-10 spontaneous production.
Some of these SNPs that were strongly associated with infection by H. pylori have
also been associated with the spontaneous production of IL-10 in culture (p = 0.04 for
rs1800896, rs1878672 for p = 0.04 and p = 0.01 for rs3024491). From our results, we
suggest that variants rs1800896, rs3024491 and rs1878672 by inducing increased
production of IL-10 are more consistently associated with the presence of IgG anti-
H.pylori. Further studies should be conducted to further elucidate the role of other
variants as well as investigate their impact on the occurrence of gastric cancer.

Keywords: IL 10 gene, H. pylori, IL-10, SNPs.
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1 INTRODUCAO

A Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria associada ao desenvolvimento
do cancer gastrico, decorrente da inflamacdo persistente (KIM et al, 2012).
Especula-se que o mecanismo esteja associado a inflamacéo crbnica, sendo esta
dltima, uma das principais causas de mortalidade no mundo ocidental e esta

associada a diversas patologias, tal como, o cancer (PORTA et al, 2009).

Mundialmente, o cancer gastrico é a segunda maior causa de morte. Sabe-se
gue muitos fatores ambientais contribuem para o surgimento deste carcinoma
géstrico, dentre eles, dietas com baixo consumo de frutas e vegetais (MEIRA et al,
2011), alto consumo de sal, nitritos, o fumo (HU et al, 2011), e, especialmente, a
infecgao por H.pylori, como citado anteriormente, um importante fator de risco para
o desenvolvimento deste cancer devido a extensa inflamagéo gerada (ZENG et al,

2012).

A infeccdo por H. pylori acomete metade da populacdo mundial. Muitos
individuos iniciam a colonizacdo na infancia, mas, apenas uma pequena parcela
desta populacdo desenvolve a doenca, o que dependera das estirpes virulentas,
desencadeando assim, gastrites, ulceras pépticas, linfoma do tecido linféide

associado a mucosa (MALT) e/ou cancer gastrico (ERNST,2000).

Segundo a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia (WGO), a infeccéo por
H. pylori esta associada com a falta de saneamento adequado, agua potavel, higiene

bésica, dietas pobres e superpopulacao.

Apesar de acometer metade da populacdo mundial a prevaléncia desta
infeccdo é maior nos paises em desenvolvimento. No Brasil, esta prevaléncia pode

chegar a 82% nos adultos e 78% para jovens (idade de 10-19 anos) (WGO, 2010).
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Segundo Datolli et al (2010), apesar da epidemiologia desta infeccdo ainda ser
muito pouco estudada no Brasil, na populacdo de Salvador estimou-se uma
soroprevaléncia de 28,7% para a infecgdo por H. pylori em um estudo coorte em

criangas.

A infeccéo por H. pylori desencadeia no hospedeiro uma resposta imune tanto
inata quanto adquirida. A imunopatologia desta infeccdo envolve a mediacado de
citocinas, infiltracdo de neutrofilos, macréfagos e linfécitos nas células da mucosa
gastrica, assim como, inducdo de resposta humoral especifica (BERGMAN et al,

2006).

Na resposta adquirida da infeccdo por H. pylori em ambas as fases aguda e
cronica ocorre o envolvimento de células T auxiliares especificas contra a bactéria.
Na fase aguda, as células Ty1 que secretam fator de necrose tumoral a (TNF- a) e
interferon y (IFN-y) que objetivam lisar as células através da ativagao de linfécitos T
CD8+. Sendo assim, atuam na defesa celular contra patégenos intracelulares, mas,
uma resposta exaustiva pode resultar em danos teciduais na mucosa gastrica. Na
resposta crbnica, ocorrem as respostas Tyl e Tu2. As células Tp2 secretam
interleucina-4 e5 (IL-4 e IL-5) que estdo envolvidas na regulacédo negativa de células
Thl e eventos inflamatérios que também facilitam a producdo de anticorpos pelas

células B (BERGMAN et al, 2006).

Na patogénese da infeccdo por H. pylori, as celulas apresentadoras de
antigeno (APCs) através de sinais co-estimulatorios e da citocinas inibitorias, tais
como IL-10, estimulam as células T CD4" naive a se diferenciarem em células Treg
gue estimulam ainda mais a producéo da citocina IL-10 atuando assim, na regulacao

negativa de células Tyl, macréfagos e producdo de anticorpos pelas células B
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(BERGMAN et al, 2006). Dessa forma, a IL-10 tem uma habilidade para suprimir a
apresentacdo de antigeno das células apresentadoras de antigeno da H.pylori (WU

et al, 2002).

Muitos individuos iniciam a colonizacdo na infancia, mas, apenas uma
pequena parcela desta populacdo desenvolve a doencga. Isso pode decorrer devido a
viruléncia das estirpes. No entanto, diversos estudos tem demonstrado a
predisposicao genética do individuo associada a infeccédo por H. pylori (PERSSON,
2011; ERNST,2000). Dentre os genes mais frequentemente estudados, o IL10
merece destaque, pois codifica uma importante citocina mediadora para a
fisiopatologia do cancer gastrico bem como a predisposicdo a infeccédo por H. pylori

(PERSSON, 2011).

Os polimorfismos no gene da IL-10 podem alterar a producao da interleucina,
bem como a sua funcdo e/ou atividade (SUAREZ, 2003). Dessa forma, é possivel
gue polimorfismos no gene da IL-10 tenham um papel na susceptibilidade ao cancer,
na modulacéo e no desenvolvimento do tumor, afirma HOWELL et al (2007).

Desta forma o presente trabalho sera apresentado a seguir em uma revisao
de literatura abordando em tépicos os temas infeccdo por Helicobacter pylori,
imunopatogénese desta infeccdo e polimorfismos da citocina IL-10, e, em seguida, a
hipétese, os objetivos e um artigo apresentando os resultados e discussdes segundo

as recomendac0des da revista Helicobacter.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Helicobacter pylori

Na década de 80, os cientistas australianos Barry Marshall e Robin Warren
acreditavam que as Ulceras pépticas eram decorrentes de infeccdes na mucosa
gastricas. Apdés tentativas de cultivo eles conseguiram isolar a bactéria obtida por
cultivo de tecidos de biopsias e classificaram o agente no género Campylobacter

(MARSHALL E WARREN, 1984).

A fim de testar os postulados de Koch, que estabelece uma relacdo causal
entre uma infeccdo e o aparecimento da doenca, voluntariamente, Marshall ingeriu a
cultura da bactéria em estudo, e analisou cronologicamente o aparecimento da
gastrite, os sintomas e posteriormente o tratamento com antibidticos e sais de
bismuto (MARSHALL et al, 1985). Com o auxilio da microbiologia, estudos de
composicdo do RNA ribossémico e de sequenciamento e hibridacdo do DNA da

bactéria, os pesquisadores identificaram a bactéria como Helicobacter pylori.

A Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria gram-negativa, conhecida por
persistentemente colonizar a mucosa do estdbmago. Esta bactéria esta altamente
associada ao desenvolvimento do cancer gastrico, decorrente da inflamacéo
persistente (KIM et al, 2012). Especula-se que 0 mecanismo esteja associado a
inflamac&o crénica, sendo esta Ultima, uma das principais causas de mortalidade no
mundo ocidental e estad associada a diversas patologias, tal como, o cancer gastrico
(LIU, 2012; PORTA et al, 2009). Mas, em muitos pacientes, a H. pylori ndo causa
sintomas clinicos e a infeccdo pode persistir por muito tempo assintomatica

(SERRANO, 2007).
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Apesar de alguns pacientes serem assintoméaticos, a infeccdo por H. pylori
acomete metade da populacdo mundial. Muitos individuos iniciam a colonizacdo na
infancia, mas, apenas uma pequena parcela desta populacdo desenvolve a doenca.
A persisténcia da infeccéo por H.pylori lesa o revestimento do estbmago causando

desconforto, dor e nduseas, desencadeando o fendbmeno chamado de gastrite.

A infeccd@o crénica promove Ulceras pépticas (areas erodidas e inflamadas),
linfoma do tecido linfide associado a mucosa (MALT) e/ou céncer gastrico
(ERNST,2000). Entretanto, cerca de 1% dos pacientes infectados desenvolvem
adenocarcinoma ou linfoma de estdbmago de acordo com a resposta do hospedeiro e

a viruléncia da estirpe (MONACK, 2004; SERRANO, 2007).

Mundialmente, o cancer gastrico é a segunda maior causa de morte. Sabe-se
gue muitos fatores ambientais contribuem para o surgimento deste carcinoma
géstrico, dentre eles, dietas com baixo consumo de frutas e vegetais (MEIRA et al,
2011), alto consumo de sal, nitritos, alcool, fumo, alguns medicamentos (HU et al,
2011), e, especialmente, a infeccdo por H.pylori, como citado anteriormente, um
importante fator de risco para o desenvolvimento deste cancer devido a extensa

inflamacéo gerada (KIM, 2012; ZENG et al, 2012).

O tratamento consiste em curar a Ulcera péptica e reduzir o risco de cancer
gastrico, a partir da inflamacéo crbnica persistente. Dentre os fatores que afetam o
tratamento estéo a regionalidade, cultura e eficacia dos esquemas terapéuticos, tais
como, numero de antimicrobianos, uso de antisecretores e duracdo do tratamento
(COELHO, 1990). Um dos regimes mais aceitos mundialmente consiste na terapia

tripla com um inibidor da bomba de prétons mais dois antibiéticos (WGO, 2010).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia (WGO), a infeccéo por
H. pylori esta associada com a falta de saneamento adequado, agua potavel, higiene
basica, dietas pobres e superpopulacdo. Pouco se sabe sobre a forma de
contaminagdo por H. pylori. Segundo Khan et al (2012) a transmissao pode
acontecer de forma iatrogénica, quando o instrumento para a realizacdo de exames
endoscopicos ndo sdo adequadamente higienizados, pelo contato entre pessoas, de
mae para filho, vomitos, saliva, diarreia, destacando-se a agua contaminada por
fezes, que por muitas vezes ndo tem atencao especial como fonte de contaminacéo
por H. pylori. Um estudo realizado por Bonn (2000) identificou a presenca de
biofilmes de H. pylori na anélise de agua.

Apesar de acometer metade da populacdo mundial a prevaléncia desta
infeccdo é maior nos paises em desenvolvimento. Na Nigéria, a infeccdo acomete
mais que 95% dos adultos, enquanto que na Australia apenas 20%. No Brasil, esta
prevaléncia pode chegar a 82% dos adultos e 78% dos jovens (idade de 10-19 anos)
(WGO, 2010). Segundo Datolli et al (2010), apesar da epidemiologia desta infec¢éo
ainda ser muito pouco estudada no Brasil, na populacdo de Salvador estimou-se
uma soroprevaléncia de 28,7% para a infeccdo por H. pylori em um estudo coorte

em criancas.

Assim, a associacdo entre esses fatores ambientais foram positivamente
associadas com a presenca de anticorpos anti-H. pylori em um estudo realizado na
cidade de Salvador por Datolli et al (2010). A geografia determina algumas
frequéncias alélicas semelhantes interindividuos que favorece uma expressdo maior

ou menor do cancer gastrico nestas populagdes infectadas (Won et al, 2010).

Um estudo conduzido por Zeng (2012) objetivou estudar infec¢ao por H. pylori

associada a polimorfismos IL10 e o desenvolvimento do cancer gastrico numa area
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de Hexi, na China, onde ha uma alta taxa de morbidade e mortalidade por cancer no
estbmago. Observou-se que individuos com a presenca dos alelos IL-10 -819C
(rs1800871) e IL-10 -592C foram associados com aumento significante do risco para
o desenvolvimento de cancer em pacientes infectados por H. pylori. Na China, este

tipo de cancer é mais frequente e letal, afirma Xue et al (2012).

O desenvolvimento da infecgdo estd associada com fatores de viruléncia
apresentadas pela H. pylori em certas linhagens que favorecem a infec¢éo. Existem
fatores intrinsecos associados a patogenicidade da bactéria que a auxiliam na
modulacdo da resposta no hospedeiro. Dentre eles, estd a forma espiralar,

colonizacdo, mobilidade, que contribuem para o inicio da infeccéo (LEE, 1993).

Ha também o lipopolissacarideo (LPS) e a habilidade para produzir urease,
enzima que degrada a ureia em amonia e bicarbonato. A aménia é utilizada pela H.
pylori como fonte de nitrogénio para sintese de proteinas, o bicarbonato atua
removendo ions hidrogénio do ambiente gastrico acarretando no aumento do pH e
favorecendo a colonizacdo e a sobrevivéncia da bactéria na mucosa gastrica
(MARSHALL et al 1990). A urease também é utilizada para testes rapidos no exame

de endoscopia (WGO,2010).

Além destes, foram identificadas outras toxinas virulentas, de cepas
patogénicas, tais como, a citotoxina associada ao antigeno (CagA) e a toxina
vacuolar ou fator vacuolinizante associado a citotoxina A (VacA). Moléculas de
adesdo também estdo presentes em estirpes virulentas, estas facilitam a
persisténcia assintomatica da H. pylori (BERGMAN et al 2006) a exemplo, a BabA,
que favorece a adesdo da bactéria nas células da mucosa gastrica (PRINZ et al,

2003) e OipA (TABASSAM et al, 2011).
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CagA é um antigeno imunodominante (SERRANO, 2007) que induz a
inflamacdo e a patogénese da H. pylori (DELAHAY, 2012). VacA € uma proteina
secretora que, entre outras funcdes, induz vacuolinizacdo celular em células
epiteliais, formando grandes vacuolos (PRINZ,2003), mostrando-se por atuar na
imunomodulacéo e interferindo com sinalizacdo de IL-12 (MONACK,2004). A ilha de
patogenicidade (PAIl) libera a CagA nas células epiteliais gastricas e induz a
secrecdo de IL-8 (DELAHAY, 2012). A ligacdo de BabA é importante para iniciar o
contato dependente de sinalizacao por sistema de secrecao Cag tipo IV (DELAHAY,
2012). O sistema secretor tipo IV transloca o CagA nas células do hospedeiro
(ZENG,2012).

A OipA, proteina inflamatéria exterior, em conjunto com o cag-PAl estimula a
producdo de interleucina 8 (IL-8) na mucosa gastrica. A IL-8 € um potente
guimiotatico para neutrofilos. A presenca de ambos, cagA-PAl e OipA, parecem atuar
atraves de vias distintas, mas resultam na ativacao do fator regulador de interferon.
Estes fatores de viruléncia sdo importantes desfechos na infeccdo por H. pylori
(NAMARA e EL-OMAR, 2008).

Bodger et al (2001) postula que a IL-10 contribui para eliminar a infeccao por
H. pylori. Alguns estudos tem demonstrado aumento dos niveis desta citocina em
cultura de bidpsias infectadas por H. pylori (DE VITA, 1999). A secrecao de IL-10
pode neutralizar a resposta imune na infecgéo, diminuindo assim, a lesdo no tecido.

Todavia, contribui para diminuir a lise do microorganismo, postula Bodger (2001).

2.2 - Resposta Imunolodgica

A infeccao por H. pylori desencadeia no hospedeiro uma resposta imune tanto
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inata quanto adquirida. A imunopatologia desta infeccdo envolve a mediacdo de
citocinas, infiltracdo de neutrdéfilos, macréfagos e linfocitos nas células da mucosa
gastrica, assim como, inducdo de resposta humoral especifica (BERGMAN et al

2006).

A resposta inata geralmente é inicial, ndo é especifica. Ela reconhece e reage
rapidamente a varias moléculas bacterianas para sinalizar o perigo infeccioso e
ocasionar a lise das bactérias. O conhecimento de moléculas bacterianas pelo
sistema imune inato é mediado por receptores Toll-like (TLRs), expressos em células
apresentadoras de antigeno (APCs) tais como mondcitos e células dendriticas
(CDs). O contato da bactéria com estas células estimula a produgéo de citocinas
pré-inflamatérias (TNFa, IL-1, IL-8) e quimiocinas que estimulam o recrutamento de
polimorfonucleares para o local da infec¢édo a fim de eliminar a bactéria (BERGMAN
et al 2006).

A exemplo, o lipopolissacarideo é um importante componente estrutural das
bactérias gram-negativas indutor e imunidade. Entretanto, estudos tem demonstrado
que o LPS da H. pylori tem baixo poder endotéxico e atividade imunobiologica
(MORAN, 1997; MUOTIALA, 1992), destacando-se assim, os fatores de viruléncia.
Prinz et al (2003) sugere que existe uma interacdo entre H. pylori e o sistema imune
humano no intestino.

Em contraste, a resposta imune adaptativa é retardada, especifica para os
epitopos caracteristicos bacterianos. Esses antigenos, conduz a ativagdo de células
T, B e de memoria, e, € moldada pela resposta imune inata. A H. pylori tem evoluido

em subverter ndo sO a resposta inata como também, a adaptativa (MONACK, 2004;

BERGMAN, 2006; PRINZ, 2003).
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ApoOs a infeccdo com a bactéria, proteinas bacterianas sao fagocitadas por
CDs e peptidios bacterianos sao expressos na superficie destas células, associados
com MHC classe Il. Esta apresentacdo de antigenos eficaz leva a ativacdo de
células T CD4+ que reagem em relacdo a estes antigenos e desencadeam a

producao de anticorpos (MONACK, 2004; BERGMAN, 2006; PRINZ, 2003).
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Figura I. Infeccao persistente por Helicobacter pylori.

MONACK, et al. Nature Reviews| Microbiology. v. 2, p. 747, 2004.

Na resposta adquirida da infeccdo por H. pylori em ambas as fases aguda e
cronica ocorre o envolvimento de células T auxiliares especificas contra a bactéria.
Ha dois padrdes de células T auxiliares muito distintos em relagdo a producdo de
citocinas. Os diferentes padrfes de citocinas conduzem a func¢des diferentes dos

dois tipos de células T As células Tyl, que secretam fator de necrose tumoral (TNF)
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e interferon gama (IFN-y), e, as células T2 que produzem as interleucinas IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10 estdo envolvidas na regulacdo negativa de células Tyl e facilita a
producdo de anticorpos pelas células B (ROMAGNANI, 1991; BERGMAN et al,
2006).

Na fase aguda, as células Tyl objetivam lisar as células. Sendo assim, atuam
na defesa celular contra patdgenos intracelulares, mas, uma resposta exaustiva
pode resultar em danos teciduais na mucosa gastrica. Na resposta cronica, ocorrem
as respostas Tyl e Ty2. As células Ty2 secretam interleucinas que estao envolvidas
na regulacdo negativa de células Tyl e em eventos inflamatérios (BERGMAN et al,
2006).

A Interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatéria capaz de inibir a
secrecdo de outras citocinas em diferentes tipos de células T. A IL-10 inibe também
fator de necrose tumoral (TNFa), IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 produzidos por
monaocito/macrofagos, interferon (IFN-y) e IL-2, oriundos de células T (TURNER et

al, 1997), IL-3 e GM-CSF (ZENG et al, 2012).

Na patogénese da infeccdo por H. pylori, as APCs através de sinais co-
estimulatdrios e da citocinas inibitérias, tal como IL-10, estimulam as células T CD4"
naive a se diferenciarem em células Tg que estimulam ainda mais a produgéo da
citocina IL-10 atuando assim, na regulacao negativa de células Tyl, macréfagos e
producdo de anticorpos pelas células B (BERGMAN et al 2006). Dessa forma, a IL-
10 tem uma habilidade para suprimir a apresentacdo de antigeno das células

apresentadoras de antigeno da H.pylori (WU et al, 2002).

As citocinas também alteram a secre¢do de muco, o que contribui para a
injuria induzida por H. pylori na mucosa, uma vez que induzem alteracdes na

secrecdo gastrica de acido e na homeostase. A H. pylori inibe a resposta imune do
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hospedeiro através do bloqueio da producédo de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos
e por meio da capacidade de VacA em interferir com a via de sinalizacédo de IL-2 em
células T (e, portanto, a ativacdo de células T), bloqueando transcricdo dos genes
gue codificam IL-2 e o seu receptor, IL-2R (MONACK, 2008).

A mucosa gastrica infectada por H. pylori tem se mostrado associada com
niveis aumentados de citocinas IL-1, IL-6, IL-8, TNF e IL-10, os quais por sua vez
funcionam como quimioatraentes local, induzindo a infiltracdo de granuldcitos
(SUGIMOT et al, 2006). Os mondcitos podem diferenciar-se em macrofagos e
destruir as bactérias por lise intracelular. Esta resposta pode ser considerada néo-
especifica, mas é muito eficaz. No entanto, estudos tem demonstrado que a H.pylori
pode sobreviver intracelularmente dentro de macrofagos, por interferir com as
proteinas lisossdmicas, semelhante a infeccdo com Mycobacterium tuberculose
(RAMARO e MEYER, 2001).

A H. pylori liga-se as células epiteliais gastricas através da BabA e outras
adesinas, em linhagens que possuem a ilha de patogenicidade Cag (Cag-PAl),
aparato secretor tipo IV, esta, transloca a molécula efetora como o CagA sobre
células do hospedeiro, resultando na producdo de interleucina-8 (IL-8) e outras
quimiocinas em células epiteliais. As quimiocinas secretadas recrutam
polimorfonucleares (PMNSs) resultando em inflamacdo (MONACK, 2004; BERGMAN,
2006; PRINZ, 2003).

O CagA injetado também atua sobre juncdes intercelulares, isso a longo
prazo, promove a ruptura da barreira epitelial, alteracdes displasicas nas células e
consequentemente alteracbes na morfologia celular. Isto promove o rompimento de
juncdes celulares levando a perda de nutrientes e entrada do VacA. A VacA induz a

apoptose em ceélulas epiteliais através da reducdo do potencial de membrana
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mitocondrial e inducado da libertacdo do citocromo ¢, o que também pode contribuir
para a ruptura da barreira epitelial. A fase cronica da gastrite por H. pylori liga uma
resposta adaptativa de linfécitos com a resposta inicial inata. As citocinas produzidas
por macrofagos, particularmente IL-12, ativam as células recrutadas - tais como as
células T auxiliares (MONACK, 2004; BERGMAN, 2006; PRINZ, 2003).

Na realidade, tem sido demonstrado que a H. pylori inibe a proliferacdo de
linfécitos, mas a natureza exata deste efeito é desconhecido. Este achado explica a
observacdo de que a resposta imune adaptativa € ineficaz e tem de ser aumentada
por abordagens imunoterapéuticas (Meyer et al. (2000); Blanchard et al. (1999);

Blaser (1993); Crabtree et al. (1995); Crabtree (1996); Ramarao e Meyer (2001).
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2.3 —1L-10 e Susceptibilidade genética

Muitos individuos iniciam a colonizac&o por H. pylori na infancia, mas, apenas
uma pequena parcela desta populacédo desenvolve a doencga. Isso pode ocorrer
devido a viruléncia das estirpes. No entanto, estudos tem demonstrado a
predisposicao genética do hospedeiro associada a susceptibilidade a infec¢éo por H.

pylori (BERGMAN, 2006; PERSSON, 2011; ERNST,2000; SUTTON et al, 2000).

Dentre alguns genes envolvidos com o processo de imunorregulacédo
associados a susceptibilidade genética por H. pylori, os mais frequentemente
estudados séo os genes do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e das interleucinas
(IL1B, IL1RN, IL8, IL10) (MURPHY et al, 2009). No entanto, um gene que merece
destaque é o que codifica para a citocina IL-10, pois, esta citocina € um importante
mediador para a fisiopatologia do cancer gastrico e para a susceptibilidade a

infecgcdo (PERSSON, 2011).

O gene da citocina regulatoria IL-10 tem sido bastante estudado, e, tem
mostrado que este gene € altamente polimérfico. Polimorfismo de nucleotideo
simples (SNPs) tem sido identificados na regido promotora do gene da IL-10.
Evidéncias tem demonstrado que estes polimorfismos estdo associados com a
patogénese do cancer gastrico (ZENG et al, 2012) por uma diminui¢cdo na producao

desta citocina (EL-OMAR et al, 2003).

Estudo realizado por EL-OMAR et al (2003) identificou a associacdo de trés
polimorfismos no gene IL10 nas posi¢goes —592 (rs1800872), —-819 (rs1800871) e
-1082 (rs1800896) com o risco aumentado para o desenvolvimento de cancer

gastrico em pacientes infectados por H. pylori. E, segundo ZENG (2012), pacientes
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que possuem o alelo IL-10 -1082 G estdo associados com uma maior producao de
IL-10.

Os polimorfismos da IL-10 sdo de particular interesse em relacdo ao cancer,
porque IL-10 tem acéo imunossupressora e efeitos antiangiogénicos (potencialmente
inibicdo para o céancer). Os polimorfismos no gene da IL-10 podem alterar a
producado da interleucina, bem, como a sua funcéo e/ou atividade (SUAREZ, 2003).
Dessa forma, é possivel que polimorfismos no gene da IL-10 tenham um papel na
susceptibilidade ao cancer, na modulacdo e no desenvolvimento do tumor, afirma
HOWELL et al (2007).

A Interleucina-10 é uma potente citocina pleiotrépica com varias funcoes,
onde destaca-se sua capacidade de imunomodulagcdo (HUNNINGHAKE et al, 2008).
A IL-10 é produzida por células T regulatérias, células B, mondcitos, macréfagos
alveolares, mastocito, células dendriticas (HUNNINGHAKE ET AL, 2008). E
produzida por uma variedade de células em resposta a um estimulo de ativacéo,
porém, regulada por diferentes mecanismos. A IL-10 inibe a secrecdo e a producéo
de IL-1, outras quimiocinas implicadas no recrutamento de macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos, fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-6, IL-8 e IL-12 oriundo
de mondcitos/macrofagos, interferon y (IFN-y), IL-12 oriundo de células T e citocinas
do perfil T42. Os niveis de producdo de IL-10 controlam o balanco entre a resposta
inflamat6éria e humoral, moduldo as respostas Tyl e Tu2. (TURNER, 1997;
BERGMAN, 2006). A IL-10 também inibe a producdo de prostaglandina E2
(expresséo da ciclooxigenase 2) e expressédo de MHC Il (MOORE et al, 2008).

O gene da IL-10 esta localizado no cromossomo 1 entre 1931 e 1q32,
codificado por cinco exons e quatro introns. Aproximadamente trés quartos da

variabilidade interindividual da IL-10 estdo associados com variacbes genéticas
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(SUGIMOT et al, 2006; TURNER, 1997). O gene da IL-10 é altamente polimorfico e
certos haplétipos resultam em diferentes niveis de expressdo dessa citocina. O
haplétipo GCC tem sido associado com elevada producéo de IL-10 (LUNG, 2011).
Foram descritos diversos polimorfismos, sendo que 0s que ocorrem nas
posicdes -1082G/A, -819C/T e -592C/A estdo relacionados com maior ou menor
producdo da IL-10. Apesar de o cancer gastrico estar associado a fatores
ambientais, genéticos e dieta, exposi¢cdo a H. pylori implica numa via susceptivel ao
desenvolvimento do cancer gastrico. Logo, por se tratar de um problema de saude
publica é que estudos que tendem a esclarecer os mecanismos relacionados a esta
infeccdo e susceptibilidades genéticas, sdo de grande importancia para a ciéncia

atualmente, justificando-se o presente trabalho.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE

Polimorfismos no gene IL10 contribuem na expresséo da citocina IL-10 favorecendo

a infecc¢ao por Helicobacter pylori.

3.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de determinados polimorfismos no gene da IL-10 em uma
populacdo (n=1.353) de criancas (4-11 anos) residentes em Salvador-BA, Brasil e
avaliar a associacdo entre tais polimorfismos, producdo de IL-10 espontanea e

desenvolvimento de infec¢do por Helicobacter pylori.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar a frequéncia de polimorfismos no gene da IL-10 numa populacéo
de 1.353 criangas residentes em Salvador-BA.

v Avaliar a associacao entres estes polimorfismos do gene IL10 e infeccdo por
H. pylori;

v Avaliar a producédo de IL-10 espontanea em criangas infectadas e néo
infectadas com H. pylori;

v Avaliar associagéo entre polimorfismos do gene IL10 e produgédo espontanea

de IL-10.
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RESUMO

Introducédo: A Helicobacter pylori (H. pylori) é um alto fator de risco para o cancer
gastrico, provavelmente devido a extensa inflamacdo na mucosa do estdbmago
causada por esta bactéria. Muitos estudos tem relatado uma associacdo entre
polimorfismos IL10, risco de cancer gastrico e producdo de IL-10. O objetivo deste
estudo foi avaliar a associacéo entre variantes genéticas IL10, infeccdo por H. pylori

e producéo de IL-10 por leucécitos do sangue periférico em criangas.

Materiais e Métodos: Foram genotipados um total de 12 SNPs em IL10 em 1,353
criancas com idade entre 4-11 anos vivendo em uma area urbana da cidade de
Salvador, Brasil, utilizando sonda TagMan. Testes de associacdo foram realizadas
por meio de regressao logistica para a infec¢do por H. pylori e de regresséo linear
para a producdo de IL-10 espontanea (culturas de sangue total), incluindo sexo,
idade e componentes principais para os marcadores de ancestralidade como co-

variaveis, utilizando PLINK.

Resultados: Nossos resultados mostraram que os SNPs rs1800896 (OR: 1,249; IC
95%: 1,031-1,513), rs3024491 (OR: 1,233; IC 95%: 1,013-1,502), rs1878672 (OR:
1,217 95% IC: 0,9995-1,481) em IL10 foram associados positivamente com a
exposicdo a infeccdo por H. pylori. Um total de oito SNPs foram associados com a
producdo espontanea de IL-10. Alguns desses SNPs que foram fortemente
associadas com a infeccdo por H. pylori, também tém sido associados com a
producdo espontanea de IL-10 em cultura (p = 0,04 para rs1800896 e rs1878672, e

p = 0,01 para rs3024491).
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Conclusao: Nos resultados obtidos, podemos sugerir que as variantes rs1800896,
rs3024491 e rs1878672 sdo mais consistentemente associada com a presenca de
anticorpos IgG anti-H. pylori através da inducdo de um aumento da producéo de IL-
10. Novos estudos devem ser realizados para elucidar o papel de outras variantes,

bem como investigar o seu impacto sobre a ocorréncia de cancer gastrico.

Palavras Chaves: IL 10 gene, H. pylori, polimorfismos IL 10
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INTRODUCAO

A Helicobacter pylori € uma bactéria que afeta cerca de 50% da populagédo no
mundo. Estudos tém relatado uma associacao entre infec¢éo géastrica por H. pylori e
os fatores de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (KIM et al, 2012). O
cancer gastrico tem sido classificado como a segunda principal causa de morte por
cancer em todo o mundo (ZENG, 2012). Estudos sobre o desenvolvimento do cancer
gastrico sugerem que a predisposicdo genética e a infeccdo sdo partes de uma
complexa interacdo com o sistema imunitario do hospedeiro (Kim et al, 2012,
MONACK et al, 2004).

As condicdes de higiene sdo importantes para a aquisicdo da infecgéo
(DATOLLI, 2010). A H. pylori afeta metade da populagdo mundial. No entanto, a
prevaléncia desta infeccdo € maior nos paises em desenvolvimento. No Brasil, a
prevaléncia pode chegar a 82% em adultos e 78% em jovens (idade 10-19 anos)
(WGO, 2010). Em Salvador, uma cidade localizada no nordeste do Brasil, foi
encontrada uma soropositividade de 28,7% (DATOLLI, 2010).

A H. pylori utiliza varios mecanismos para evadir ou reduzir as respostas
imunes tanto inata quanto adaptativa do hospedeiro. No entanto, os dados indicam
gue uma resposta exaustiva do tipo Tyl no estdbmago infectado pode resultar na
destruicdo do tecido da mucosa (BERGMAN, 2006). A IL-10 tem a habilidade para
inibir a secrecdo de citocinas a partir de células T auxiliar do tipo | (Tyl) (TURNER,
1997) e, por sua vez impede a inflamacgéao e favorece a infecgéo.

Os niveis de IL-10 séo, portanto, crucial na regulacdo imune, controlando o
equilibrio entre as respostas inflamatérias e humoral, e, modulacdo do balanco de
células Tyle Ty2 durante a infeccdo (TURNER, 1997; BERGMAN, 2006). A IL-10

tem uma potente habilidade para suprimir a capacidade de apresentacao de células
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apresentadoras de antigenos (ZENG, 2012). Bodger et al (2001) relataram uma
maior producdo de IL-10 em individuos infectados com H. pylori do que os néo-
infectados.

Polimorfismos no gene IL-10, foram identificados e estdo associados com o
aumento da producéo de IL-10 (SUAREZ, 2003). Muitos pesquisadores tém relatado
a associacao entre polimorfismos de nucleotideo Unico (do inglés single nucleotide
polymorphisms - SNPs) em genes que regulam a resposta inflamatéria do
hospedeiro e o cancer géastrico (PERSSON, 2011). SNPs sobre IL10 foram relatados
por aumentar o0s riscos de gastrite cronica e o desenvolvimento de carcinoma
gastrico (EL- OMAR, 2003).

Considerando o impacto da infeccdo por H. pylori e a auséncia de estudos
genéticos nos paises em desenvolvimento, que apresentam alta prevaléncia desta
infeccdo, por este ser um cenario perfeito para explorar a genética da infec¢do neste
ambiente particular, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de polimorfismos
no gene IL10 numa populacdo (n = 1.353) de criancas (4-11 anos) que vivem em
Salvador, Bahia, Brasil, a fim de avaliar a associacdo entre polimorfismos neste
gene, producdo espontédnea de IL-10 e a presenca de anticorpos IgG para

Helicobacter pylori .
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MATERIAIS E METODOS

Populacao de estudo

Este estudo foi conduzido na cidade de Salvador no Nordeste do Brasil, com
uma populacdo de 2,5 milhdes. A concepcao geral do estudo foi reportada em outros
estudos (FIGUEIREDO, 2010; 2009; RODRIGUES et al, 2008). Em suma, a
populacdo do estudo incluiu 1.445 criancas sem relacdo entre 4-11 anos de idade
recrutados na infancia para um estudo prospectivo a fim de avaliar o impacto de um
programa de saneamento basico em toda a cidade sobre a morbidade infantil
(BARRETO, 2010). A aprovacao ética para o estudo foi obtido a partir da Comité de
Etica Nacional Brasileiro e o consentimento informado foi obtido pelo responsavel
legal de cada crianca. Os dados foram coletados a partir de criancas nascidas entre
1994 e 2001, que viviam em bairros sentinela na cidade. Questionarios padronizados
foram administrados para os responsaveis legais das criancas entre 1997 e 2003
para coletar os dados sobre varidveis demograficas e sociais, bem como no
ambiente domeéstico. As criancas foram entrevistadas novamente em 2005 para
coletar as mesmas variaveis, amostras de sangue para extracdo de DNA, cultura de

sangue total para IL-10 e coleta do soro para exames soroldgicos.

Avaliacdo dos niveis de IL-10 por ELISA

A producédo espontanea de IL-10 foi mensurada no sobrenadante de culturas
de sangue total ndo estimuladas utilizando pares de anticorpos comercialmente
disponiveis e padrdo da citocina recombinante (BD Pharmingen San Diego, CA,
EUA) por ELISA sanduiche, de acordo com as recomendacdes do fabricante. As

concentracbes de IL-10 foi determinada por interpolacdo das curvas padréo. Os
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limites de deteccéo (baixo / alto) foram 31.25/500 pg/mL. Um total de 1.356 criancas

foi avaliado para a producéao de IL-10.

Deteccéo soroldgica de IgG anti-H. pylori

A presenca destes anticorpos no soro foi determinada por ELISA, utilizando
um kit disponivel comercialmente (Diamedix, Miami, FL, EUA), seguindo as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. O ponto de corte foi determinado por um valor
obtido pela razdo da absorvancia da amostra com a absorvancia de um calibrador
(uma solucédo contendo soro ou plasma humano desfibrinado, com anticorpos IgG
fracamente reativos com H. pylori e azida de sodio a 0,1%). Uma razdo > 1.1 foi
considerado positivo. Individuos limitrofes foram removidos da analise (DATOLLI et

al, 2010).

Genotipagem

Doze polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) IL10 foram selecionados
para a genotipagem. Uma analise de “taging SNPs” sugeriu 5 SNPs que capturam
100% da variacdo genética no gene da IL-10 , uma regido ~ 4,89 Kbp no
cromossomo 1, considerando as seguintes populagbes padrdes: ancestral Europeu
CEPH (CEU) e Africana (Yoruba em lbadan, Nigéria) do HapMap (http://hapmap.
ncbi.nlm.nih.gov /).

Além disso, 7 SNPs com associa¢gbes prévias com fenoétipos relacionados
(rs1800871, rs1800872, rs1800896, rs3024491, rs3024492, rs3024495 e rs3024496)
foram incluidos, mesmo que eles estavam em alto desequilibrio de ligacao (do inglés
Linkage Disequilibrium - LD) com o 5 tag SNPs selecionados. O DNA foi extraido a

partir de amostras de sangue periférico, utilizando protocolo padrdo comercializado
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(Gentra ® Puregene ® Sangue Kit Quiagen). Os SNPs foram genotipados utilizando
a sonda TagMan ™ (BARRETO et al, 2010) no sistema de deteccao de seqUéncia
de 7900HT (Applied Biosystems-ABI, Foster City, Califérnia, EUA). Os primers e
sondas de TagMan ® foram fabricados pela Applied Biosystems (Applied
Biosystems).

A PCR foi realizada em um volume de 5 pl utiizando uma master mix
universale primers para deteccdo dos SNPs (lista de SNPs-Tabela 1). As condi¢cbes
de ciclos térmicos foram: 95°C durante 10 min seguida por 40 ciclos de 95°C durante
15s/60°C durante 1 min e uma extensao de 60°C durante 5 min. Controles negativos
e controles positivos foram incluidos em cada placa de genotipagem. Os gendétipos
foram determinados automaticamente pela maquina (AB 7900) com um valor de
qualidade/confianca de acima de 99%.

Dez por cento das amostras foram genotipadas em duplicata com 100% de
reprodutibilidade. Todos os 12 SNPs estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os

12 SNPs estudados estdo resumidas na Tabela I.

Tabela l. SNPs incluidos neste estudo

SNP Posicdao Alelo Localizacéo
cromossbmica génica
rs1800896 206946897 CIT 5UTR
rs3024491 206945046 A/C Intron
rs1878672 206943713 CIG Intron
rs3024496 206941864 G/A Exon
rs3024495 206942413 T/IC Intron
rs3024492 206944112 AIT Intron
rs3024505 206939904 AIG Abaixo
rs1800872 206946407 TIG 5UTR
rs1518111 206944645 T/IC Intron
rs1554286 206944233 AIG Intron
rs1800871 206946634 AIG 5UTR
rs3024498 206941529 cIT 3 UTR
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Analise estatistica

As andlises foram realizadas por associacdes genéticas por meio de
regressao logistica (modelo aditivo, com excecdo de SNPs com MAF <0,1, onde foi
utilizado o modelo dominante), incluindo sexo e idade como co-variaveis. Além
disso, para corrigirmos os potenciais efeitos da estratificacdo da populacéo, os dois
primeiros componentes principais (PCs) delineado via Eigenstrat em 269
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) foram incluidos no modelo. Para
dados continuos, tais como niveis de IL-10, as analises foram realizadas por meio de
regressao linear, ajustada por sexo, idade e componentes principais.

Ambas as andlises foram realizadas considerando permutacdes adaptativas
(EMP1). Processos de permutacdo  proporcionam uma  abordagem
computacionalmente intensiva para gerar niveis de significancia empiricamente.
Esses valores tém propriedades desejaveis: por exemplo, relaxar suposi¢cdes sobre
a normalidade dos fendtipos continuos e equilibrio de Hardy-Weinberg, lidando com
alelos raros e pequenas amostras, fornecendo um quadro para a correcao de testes
multiplos e controlando para identificar infra-estrutura ou relacdes familiares
permutando apenas dentro do grupo (PURCELL et al, 2007).

Todas as analises genéticas foram realizadas utilizando PLINK e o gréfico de
IL-10 entre individuos infectados e néo infectados foi construido usando STATA 8.2

(StataCorp LP, College Station, TX, EUA).
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RESULTADOS

A Tabela Il sumariza as caracteristicas da populacdo do estudo incluindo
sexo, idade e infeccdo por H. pylori. Como pode ser visto na Tabela Il, 55,40% das
criancas do sdo do sexo masculino, a maioria estava entre 6 e 7 anos de idade
(35,52%) e a presenca de anticorpos IgG anti-H. pylori foi de 28,04%. De agora em
diante, neste estudo a presenca de anticorpos IgG H. pylori foi considerada uma
representacdo da infeccao.

Tabela Il. Caracteristicas da populacdo estudada

N (%)

Sexo (n=1,343)

Feminino 603 (44.60%)

Masculino 749 (55.40%)
Idade (n=1.352)

< 5a 472 (35.15%)

6-7 a 477 (35.52%)

2 8a 394 (29.34%)
IgG anti-H. pylori (n=1.259)

Infectados 353 (28.04%)

N&o-infectados 906 (71.96%)

A figura | mostra as diferencas na producdo de IL-10, entre individuos
infectados por H. pylori e individuos néo infectados por H. pylori. Os individuos
infectados apresentaram uma tendéncia ao aumento da producdo de IL-10, no

entanto, essa diferenca néao foi estatisticamente significativa.
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Figura |. Producdo espontanea de IL-10 entre individuos infectados ou ndo

infectados por H. pylori

A tabela Ill mostra as associacdes entre SNPs IL10 e producdo espontanea
de IL-10. Um total de 8 associa¢des significativas foram encontradas. Entre eles,
foram observadas associacfes negativas estatisticamente significantes para os
SNPs rs1518111 (B = -0,077, p <0,001), rs1800872 (B = -0,076, p <0,001),
rs1800871 (B = -0,071, p <0,001) e rs1554286 (B = -0,066, p <0,001). Associacbes
positivas foram observadas para SNPs rs3024496 (8 = 0,058, p = 0,003), rs3024491
(B = 0,050, p = 0,014), rs1878672 (B = 0,043, p = 0,036) e rs1800896 (B = 0,043, p =
0,036). Para os demais SNPs n&do foram observadas associa¢cfes estatisticamente

significantes.
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Tabela lll. Associacéo entre SNPs IL10 e producao espontanea de IL-10

SNP B p Value
rs1518111 -0.077 <0.001
rs1800872 -0.076 <0.001
rs1800871 -0.071 <0.001
rs1554286 -0.066 <0.001
rs3024496 0.058 0.003
rs3024491 0.050 0.014
rs1878672 0.043 0.036
rs1800896 0.040 0.042
rs3024498 -0.041 0.111
rs3024492 -0.059 0.136
rs3024495 -0.043 0.272
rs3024505 -0.017 0.629

A tabela IV mostra uma associacdo entre os SNPs IL10 e infec¢do por H.
pylori (IgG anti-H. pylori). Associacdes positivas foram observadas para os SNPs

rs1800896 (OR = 1,249, IC 95% = 1,031 - 1,513, p = 0,023) e rs3024491 (OR

1,233, IC 95% = 1,013 - 1,502, p = 0,036). O rs1878672 (OR = 1,217, IC 95%
0,999 - 1,481, p = 0,050) foi borderline com IgG anti-H. pylori, indicando uma
possivel associacdo deste SNP com a infeccdo. Para os demais SNPs, ndo houve
associagao estatisticamente significativa.

Tabela IV. Associagéo entre SNPs IL10 e infecgéo por H. pylori

SNP OR 95%IC pValor
rs1800896 1.249 1.031-1.513 0.023
rs3024491 1.233 1.013-1.502 0.036
rs1878672 1.217 0.999 —1.481 0.050
rs3024496 1.177 0.978 —1.417 0.084
rs3024495 1.274 0.894 — 1.815 0.178
rs3024492 1.221 0.845 -1.763 0.285
rs3024505 1.141 0.798 — 1.630 0.467
rs1800872 0.934 0.778 - 1.123 0.469
rs1518111 0.936 0.778 —1.127 0.487
rs1554286 0.962 0.798 — 1.160 0.685
rs1800871 0.975 0.812 -1.172 0.791

rs3024498 0.980 0.763 —1.259 0.878
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DISCUSSAO

Foram observadas diferencas na producdo de IL-10 entre individuos
infectados e néo infectados por H.pylori (Figura I). O grupo de individuos infectados
apresentaram uma tendéncia ao aumento da producdo de IL-10, no entanto, essa
diferenca nédo foi estatisticamente significativa. Esta tendéncia confirma os dados
encontrados por De Vita et al (1999), num estudo de culturas de células infectadas
com H. pylori em que foi demonstrado um aumento na produgao de IL-10 entre
individuos infectados. Bodger et al (2001) também relataram uma maior producéo de
IL-10 em individuos infectados com H. pylori do que em individuos néo infectados e
aqueles com gastrite por Helicobacter-negativo. Assim, sugerimos que o0s individuos
infectados apresentam uma tendéncia para aumentar a producéao de IL-10.

Associacbes também foram observadas entre os SNPs IL10 e producao
espontanea de IL-10 por analise de regressao linear (Tabela Ill). O valor de B
negativo indica que as associacdes foram estatisticamente significativas (p <0.05)
para SNPs rs1518111, rs1800872, rs1800871 e rs1554286, que nos levou a
acreditar que essas variantes estdo associadas a diminuicdo da producéo de IL-10
espontaneamente em individuos portadores os alelos raros. Chen et al (2012)
também encontraram que os niveis de IL-10 foram significativamente menores entre
os individuos com o gendtipo AA para o polimorfismo na posigéo -592 (rs1800872).

Uma associagao positiva foi observada para os SNPs rs3024496, rs3024491,
rs1878672 e rs1800896 (Tabela Ill). Estes dados mostram uma combinagdo de
SNPs com o aumento da producédo de IL-10 espontaneamente. Polimorfismos no
gene da IL-10 podem alterar a producéo de interleucina, bem como a sua funcéo e /
ou atividade (SUAREZ, 2003). O SNP rs1800896 (-1082 A) mostrou

significativamente elevada producdo da proteina IL-10 (TURNER, 1997) e para
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Suarez et al (2003) os resultados mostram também que os individuos normais, com
o alelo G na posicéao -1082 foi o fator genético mais importante na regulacdo dos
niveis de RNAm para IL-10 constitutiva.

Analisando a associagdo entre os SNPs IL10 e infecgdo por H. pylori
(presenca de anticorpos IgG anti-H. pylori) associacdes positivas foram observadas
para os SNPs rs1800896, rs3024491 sugerindo que a presenca destas SNPs esta
associada com a susceptibilidade a infeccdo por H. pylori. Os nossos dados
mostraram que os SNPs rs1800896, rs3024491 foram associados positivamente
com o aumento da producao de IL-10 (Tabela Ill), assim, estes resultados sugerem
gue os niveis elevados de citocinas podem contribuir para susceptibilidade a
infeccdo por H. pylori. Estudos anteriores demonstraram que elevados niveis de IL-
10 pode estar associada com diferentes tipos de infeccbes por bactérias gram-
positivas e gram-negativas (MARCHANT et ai. 1994), fungicos (Vecchiarelli et ai.
1996) e infec¢cbes da dengue (Green et al 1999 ). O rs1878672 foi borderline

associado com a infeccdo por H. pylori, que mostra uma possivel tendéncia deste

Células .

&O

SNP estar associado com a infecgao.

151800896
153024491
151878672

Figura Il. Regulacéo dos SNPs e ainfeccdo por H. pylori
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Na Figura Il ilustramos um mecanismo entre a regulacdo dos SNPs e a
infeccdo por H. pylori. Os individuos que expressam o0s SNPs rs1800896,
rs3024491, rs1878672 contribuem para a diferenciacdo de celulas T naive em
celulas Treg. Estas celulas, Ty, estimulam o aumento da expressdo de IL-10. As
células dendriticas na presenca da IL-12 estimulam a producédo autocrina de IL-4
pelas células T CD4 naive *. As células T € inibida, e IL-12 auxilia na diferenciacdo
dessas células T em células Ty 1 que produzem IFN y e ativa as funcdes de
macrofagos. Desta forma, as células T naive que se diferenciam em células T y 2
efetoras induzem a diferenciacdo de células B e inibem as funcdes dos macroéfagos.
Assim, a inibigdo dos macrofagos favorece a permanéncia da infecgéo por H. pylori.

Dos resultados obtidos, podemos sugerir que as variantes rs1800896,
rs3024491 e rs1878672 sdo mais consistentemente associada com a presenca de
anticorpos IgG anti-H. pylori. Estes SNPs através da inducdo de um aumento de
producdo de IL-10 favorecem ao aumento da infeccdo. Novos estudos devem ser
realizados para elucidar o papel de outras variantes, bem como investigar o seu

impacto sobre a ocorréncia de cancer gastrico.

AGRADECIMENTOS
Este estudo foi financiado pelo Wellcome Trust, Reino Unido e as agéncias
brasileiras CAPES, CNPQ e FAPESB por providenciarem bolsas de estudo para os

autores e apoiarem este trabalho.



43

4 ARTIGO CIENTIFICO

Genetic Variations on IL10 Gene, IL-10 production and Helicobacter pylori

Infection

S Assis’, CR Marques', RS Costa’, NM Alcantara-Neves®, ML Barreto?, KC Barnes®,

CA Figueiredo®".

!Instituto de Ciéncias da Salde, UFBa, Salvador, BA, Brasil; “Instituto de Salde
Coletiva, UFBa, Salvador, BA, Brasil; ®Division of Allergy and Clinical Immunology,

The Johns Hopkins University, Baltimore, MD, USA.

*Corresponding author: Camila Alexandrina V. Figueiredo, Health Science Institute
Federal University of Bahia Av. Reitor Miguel Calmon, s/ n, Canela

ZIP Code — 40110-100,

Salvador, Bahia, Brazil.

E-mail: cavfigueiredo@gmail.com

JOURNAL: HELICOBACTER

IMPACT FACTOR: 3.151



44

ABSTRACT

Background: The Helicobacter pylori (H. pylori) is a strong risk factor for gastric
cancer, likely due to the extensive inflammation in the stomach mucosa caused by
this bacteria. Many studies have reported an association between IL10
polymorphisms and the risk of gastric cancer and IL-10 production. The aim of the
study was to evaluate the association between IL10 genetic variants, H. pylori

infection and IL-10 production by peripheral blood leukocytes in children.

Materials and Methods: We genotyped a total of 12 SNPs on IL10 in 1.353 children
aged 4-11 years living in a poor urban area in Salvador, Brazil, using TagMan probe
based, 5 nuclease assay minor groove binder chemistry. Association tests were
performed by logistic regression for H. pylori infection and linear regression for IL-10
spontaneous production (whole blood cultures) including sex, age and principal

components for informative ancestry markers as covariates, using PLINK.

Results: Our results shown that SNPs rs1800896 (OR: 1.249; 95% CI: 1.031-1.513),
rs3024491 (OR: 1.233; 95% CI: 1.013-1.502), rs1878672 (OR: 1.217; 95% CI:
0.9995-1.481) on IL10 were positively associated with exposure to H. pylori infection.
A total of eight SNPs were associated with IL-10 spontaneous production. Some of
these SNPs that were strongly associated with infection by H. pylori have also been
associated with the spontaneous production of IL-10 in culture (p = 0.04 for

rs1800896 and rs1878672, and p = 0.01 for rs3024491).
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Conclusions: From our results, we suggest that variants rs1800896, rs3024491 and
rs1878672 are more consistently associated with the presence of IgG anti-H.pylori by
inducing increased production of IL-10. Further studies should be conducted to
elucidate the role of other variants as well as investigate their impact on the

occurrence of gastric cancer.

Keywords: IL 10 gene, H. pylori, IL 10 polymorphisms
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INTRODUCTION

The Helicobacter pylori is a bacteria that affects about 50% of the normal
world population. Studies have reported an association between H. pylori gastric
infection and the risk factor for development of gastric cancer (KIM et al, 2012).
Gastric cancer has been ranked as the second leading cause of death from cancer
worldwide (ZENG, 2012). Studies on the development of gastric cancer suggested
that genetic predisposition and infection are parts of a complex interaction with the
host immune system (KIM et al, 2012; MONACK et al, 2004).

Hygiene conditions are important to acquisition of infection (DATOLLI, 2010).
The H. pylori affects half the world's population. However, the prevalence of this
infection is higher in developing countries. In Brazil, this prevalence may reach 82%
in adults and 78% among people (age 10-19 years) (WGO, 2010). In Salvador, a city
located in northeastern Brazil, was found a seropositivity of 28.7% (DATOLLI, 2010).

H. pylori uses several mechanisms to evade or down-regulate both innate and
adaptive host immune responses. However, data indicate that an exhaustive Tyl-
type response in the infected stomach can result in destruction of mucosal tissue
(BERGMAN, 2006). IL-10 has the ability to inhibit the secretion of cytokines from T
helper type | (Thl) (TURNER, 1997) and in its turn prevent inflammation and favors
infection.

Levels of IL-10 production are therefore critical in immune regulation,
controlling the balance between inflammatory and humoral responses and
modulation of the balance of Tyl and Ty2 cells during the infection (TURNER, 1997;
BERGMAN, 2006). IL-10 also displays potent abilities to suppress the antigen

presentation capacity of antigen presenting cells (ZENG, 2012). Bodger et al (2001)
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reported higher production of IL-10 in H. pylori-infected individuals than in non-
infected.

Polymorphims on IL10 gene have been identified and are associated with
increased IL-10 production (SUAREZ, 2003). Many investigators have reported
associations between single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes that regulate
the host’s inflammatory response and gastric cancer (PERSSON, 2011) and SNPs
on IL10 were further reported to increase the risks of both chronic gastritis and
gastric carcinoma development (EL-OMAR, 2003)

Considering the impact of H. pylori infection and the absence of genetics
studies on developing countries which display high prevalence of this infection being
a perfect scenario to explore the genetics of the infection in this particular
environment, the aim of this study was to evaluate the presence of polymorphisms in
the IL10 gene in a population (n = 1,353) of children (4-11 years) living in Salvador,
Bahia, Brazil, in order to evaluate the association between these polymorphisms,
spontaneous production IL-10 and the presence of Helicobacter pylori 1gG

antibodies.
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MATERIALS AND METHODS
Study Population

This study was conducted in the city of Salvador in Northeastern Brazil, with a
population of 2.5 million. The general study design has been reported elsewhere
(FIGUEIREDO, 2010; 2009; RODRIGUES et al, 2008). In short, the study population
included 1.445 unrelated children between 4-11 years old recruited in infancy for a
prospective study measuring the impact of a citywide sanitation program on
childhood morbidity (BARRETO, 2010). Ethical approval for the study was obtained
from the Brazilian National Ethical Committee and written informed consent was
obtained from the legal guardian of each child. Data were collected from children
born between 1994 and 2001 who lived in sentinel neighborhoods in the city.
Standardized questionnaires were administered to the children’s guardians between
1997 and 2003 (baseline) to collect data on demographic and social variables as well
as on the home environment. Children were surveyed again in 2005 to collect the
same variables and blood samples for DNA extraction, whole blood culture for IL-10

measurement and serum collection for serological examination.

IL-10 measurement by ELISA

Spontaneous IL-10 concentration was measured in non-stimulated whole
blood culture supernatants using commercially available antibody pairs and
recombinant cytokine standards (BD Pharmingen San Diego, CA, USA) by sandwich
ELISA, according to the manufacturer's instructions. Cytokine concentrations were
determined by interpolation of standard curves. Detection limits (low/high) were

31.25/500 pg/mL. A total of 1.356 children were assayed for IL-10 levels.
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Serological Detection of Anti-H. pylori IgG

The presence of these antibodies in serum was determined by ELISA using a
commercially available kit (Diamedix, Miami, FL, USA), following the directions
provided by the supplier. The cut-off was determined by an index value obtained by
the ratio of sample absorbance to the absorbance of a calibrator (a solution
containing human serum or defibrinated plasma, with IgG antibodies weakly reactive
with H. pylori and 0.1% sodium azide). A ratio >1.1 was considered positive.

Borderline subjects were removed from the analysis (DATOLLI et al, 2010).

Genotyping

Twelve IL10 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) were selected for
genotyping. A tagging approach suggested 5 SNPs captured 100% of the genetic
variation in a ~ 4.89 Kbp region on chromosome 1 in the European ancestry CEPH
(CEU) and African (Yoruban in Ibadan, Nigeria) YRI populations in HapMap
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/).

In addition, 7 SNPs with prior associations with related phenotypes
(rs1800871, rs1800872, rs1800896, rs3024491, rs3024492, rs3024495 and
rs3024496) were included, even though they were in high LD (Linkage
Disequilibrium) with the 5 tag SNPs selected. DNA was extracted from peripheral
blood samples using commercial standard protocols (Gentra® Puregene® Blood Kit
Quiagen). SNPs were typed using the TagMan™ probe based, $' nuclease assay
minor groove binder chemistry (BARRETO et al, 2010) on the 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems-ABI, Foster City, Calif., USA). TagMan®
validated assays and master mix were manufactured by Applied Biosystems (Applied

Biosystems).


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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PCR was conducted in a 5-pl volume using a universal master mix,
predesigned and validated TagMan® assays for the SNPs (list of SNPs —Table 1).
The thermal cycling conditions were: 95°C for 10 min followed by 40 cycles of 95°C
for 15 s /60°C for 1 min and an extension step of 60°C for 5 min. Nontemplate
negative controls and genotyping-positive controls were included in each genotyping
plate. Automatic calling was performed with a quality value above 99%.

Ten percent of the samples were genotyped in duplicate with 100%
reproducibility. All 12 SNPs were in Hardy—Weinberg equilibrium. Allele frequencies
of the 12 SNPs are summarized in Table I.

Table I. SNPs included in this study

SNP Chromosome Allele Gene
position location
rs1800896 206946897 CIT 5UTR
rs3024491 206945046 A/C Intronic
rs1878672 206943713 CIG Intronic
rs3024496 206941864 G/A Exomic
rs3024495 206942413 T/C Intronic
rs3024492 206944112 AIT Intronic
rs3024505 206939904 AIG Downstream
rs1800872 206946407 TIG 5UTR
rs1518111 206944645 T/IC Intronic
rs1554286 206944233 A/G Intronic
rs1800871 206946634 AIG 5’UTR
rs3024498 206941529 CIT 3'UTR

Statistical analysis

Analyses were conducted for genetic associations using logistic regression
(additive model, except for SNPs with MAF<0.1 where we used the dominant model
due to zero cells) including sex and age as covariates. In addition, to address the
potential effects of population stratification, the first two principal components (PCs)

delineated via Eigenstrat on 269 ancestry informative markers (AIMs) were included



51

in the model. For continuous data such as IL-10 levels, analyses were conducted
using linear regression adjusted by sex, age and PCs.

Both analyses were performed considering adaptative permutations (EMP1).
Permutation procedures provide a computationally intensive approach to generating
significance levels empirically. Such values have desirable properties: for example,
relaxing assumptions about normality of continuous phenotypes and Hardy-Weinberg
equilibrium, dealing with rare alleles and small sample sizes, providing a framework
for correction for multiple testing, and controlling for identified substructure or familial
relationships by permuting only within cluster. In the case of adaptive permutations,
we give up permuting SNPs that are clearly going to be non-significant more quickly
than SNPs that look interesting (PURCELL et al, 2007).

All genetic analyses were performed using PLINK and the graph for IL-10
production among infected and non-infected subjects was constructed using STATA

8.2 (StataCorp LP, College Station, TX, USA).
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RESULTS

The Table Il summarizes the characteristics of the study population included
sex, age and H. pylori infection. As can be seen in Table Il, 55.40% of the children
were male, the majority was between 6 and 7 years old (35.52%) and the presence
of 1IgG anti-H. pylori was 28.04%. From now on in this study, the presence of IgG H.

pylori antibody was considered a proxy’s for infection.

Table Il. Characteristics of the study population

N (%)

Sex (n=1,343)

Female 603 (44.60%)

Male 749 (55.40%)
Age (n=1,352)

< 5y 472 (35.15%)

6-7y 477 (35.52%)

2 8y 394 (29.34%)
IgG anti-H. pylori (n=1,259)

Infected 353 (28.04%)

Non-infected 906 (71.96%)

The Figure | shows differences on IL-10 production between H. pylori infected
and non-infected individuals H. pylori. The infected individuals showed a tendency to
increased production of IL-10, however, this difference was not statistically

significant.
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Figure I. Spontaneous IL-10 production among H pylori infected or non-infected

subjects

The Table 11l shows associations between IL10 SNPs and spontaneous IL-10
production. A total of 8 significant associations was found. Among them, we have
observed a statistically significant negative associations for SNPs rs1518111 ( = -
0.077; p <0.001), rs1800872 (B = -0.076; p <0.001), rs1800871 (B = -0.071; p
<0.001) and rs1554286 (3 = -0.066; p <0.001). Positive association was observed for
SNPs rs3024496 (B = 0.058; p = 0.003), rs3024491 (B = 0.050, p = 0.014),
rs1878672 (B = 0.043; p = 0.036), and rs1800896 (B = 0.043; p = 0.036). For the

remaining SNPs were not observed statistically significant associations.
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Table Ill. Associations between IL10 SNPs and spontaneous IL-10 production

SNP B p Value
rs1518111 -0.077 <0.001
rs1800872 -0.076 <0.001
rs1800871 -0.071 <0.001
rs1554286 -0.066 <0.001
rs3024496 0.058 0.003
rs3024491 0.050 0.014
rs1878672 0.043 0.036
rs1800896 0.040 0.042
rs3024498 -0.041 0.111
rs3024492 -0.059 0.136
rs3024495 -0.043 0.272
rs3024505 -0.017 0.629

The Table IV shows an association between IL10 SNPs and infection by H.
pylori (IgG anti-H. pylori). Positive associations was observed for the SNPs
rs1800896 (OR = 1.249; 95% CI= 1.031 — 1.513; p = 0.023) and rs3024491 (OR =
1.233; 95% CI= 1.013 — 1.502; p = 0.036). The rs1878672 (OR = 1.217; 95% ClI=
0.999 — 1.481; p = 0.050) was borderline associated with IgG anti-H. pylori, indicating
a possible association of the SNP with the infection. For all the other SNPs, there
were no statistically significant associations.

Table IV. Associations between IL10 SNPs and H. pylori infection

SNP OR 95%CI pValue
rs1800896 1.249 1.031-1.513 0.023
rs3024491 1.233 1.013 - 1.502 0.036
rs1878672 1.217 0.999 — 1.481 0.050
rs3024496 1.177 0.978 - 1.417 0.084
rs3024495 1.274 0.894 — 1.815 0.178
rs3024492 1.221 0.845 - 1.763 0.285
rs3024505 1.141 0.798 — 1.630 0.467
rs1800872 0.934 0.778 — 1.123 0.469
rs1518111 0.936 0.778 - 1.127 0.487
rs1554286 0.962 0.798 — 1.160 0.685
rs1800871 0.975 0.812-1.172 0.791

rs3024498 0.980 0.763 —1.259 0.878
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DISCUSSION

Differences in IL-10 production were observed between H. pylori infected and
non-infected individuals (Figure 1). The group of infected individuals showed a
tendency to increased production of IL-10, however, this difference was not
statistically significant. This trend confirms the data found by De Vita et al (1999) in a
study of cell cultures infected with H. pylori in which was demonstrated an increase in
IL-10 production among infected individuals. Bodger et al (2001) also reported higher
production of IL-10 in H. pylori-infected individuals than in non-infected subjects and
those with Helicobacter-negative gastritis. Thus suggest that infected individuals
have a tendency to increase production of IL-10.

Associations were also observed between IL10 SNPs and spontaneous IL-10
production by linear regression analysis (Table Ill). The B value indicating negative
associations were statistically significant (p < 0.05) for SNPs rs1518111, rs1800872,
rs1800871 and rs1554286 which led us to believe that those variants are associated
to decreased production of IL-10 spontaneously in subjects carring the rare alleles.
Chen et al (2012) also found that the IL-10 levels were significantly lower among
subjects presenting the AA genotype for the polymorphism at position —-592
(rs1800872) and having food allergy contrasting the data found by Suarez et al
(2003).

A positive association was observed for SNPs rs3024496, rs3024491,
rs1878672 and rs1800896 (Table Ill). These data show a combination of SNPs with
increased production of IL-10 spontaneously. Polymorphisms in the IL-10 gene may
alter the production of interleukin as well as their function and/or activity (SUAREZ,
2003). The SNP rs1800896 (-1082 A) showed significantly higher IL-10 protein

production (TURNER, 1997) and for Suarez et al (2003) results also show that
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normal subjects with allele G at position -1082 was the most important genetic factor
in the regulation of constitutive IL-10 mRNA levels.

Analyzing the association between the IL10 SNPs and infection by H. pylori
(presence of IgG anti-H. pylori) positive association was observed for SNPs
rs1800896, rs3024491 suggesting that the presence of these SNPs is associated
with susceptibility to H. pylori infection. Our data showed that both SNPs are
associated with increased production of IL-10 (Table 1ll), thus, these findings suggest
that elevated levels of cytokines might contribute to H. pylori infection. Previous
studies demonstrated that elevated IL-10 levels could be associated with different
kinds of infection by gram-positive and gram-negative bacterium (MARCHANT et
al. 1994), fungals (VECCHIARELLI et al. 1996) and dengue infections (GREEN et al
1999). The rs1878672 was borderline associated with infection by H. pylori, showing

a possible tendency of this SNP to be associated with the infection.

151800896
153024491
151878672

Células

Figure Il. Regulatory SNP and H. pylori infections

From our results, we suggest that variants rs1800896, rs3024491 and
rs1878672 are more consistently associated with the presence of IgG anti-H.pylori by

inducing increased production of IL-10. Further studies should be conducted to
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further elucidate the role of other variants as well as investigate their impact on the

occurrence of gastric cancer.
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5 CONCLUSAO GERAL

As variantes genéticas para IL10 rs1518111, rs1800872, rs1800871 e rs1554286
foram negativamente associadas com a producao espontanea da citocina IL-10, e os
SNPs rs3024496, rs3024491, rs1878672 e rs1800896 foram associados
positivamente. AssociagOes entre as variantes IL10 e infec¢des por H. pylori foram
observados para rs3024496, rs3024491, rs1878672 e rs1800896. Alguns dos SNPs
que foram positivamente associados com a infeccdo por H. pylori também foram
associados a producao espontanea de IL-10 em cultura (p=0.04 para rs1800896, p=
0.04 para rs1878672 e p= 0.01 para rs3024491). Através dos resultados obtidos,
sugerimos que as variantes rs1800896, rs3024491 e rs1878672 por induzirem uma
maior producdo de IL-10 estdo mais consistentemente associadas a presenca de
IgG anti-H.pylori. Novos trabalhos devem ser conduzidos no sentido de elucidar o
papel das outras variantes bem como verificar o impacto destas na ocorréncia de

cancer gastrico.
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