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RESUMO

Introducdo: Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo doencas crénicas,
imunomediadas, que afetam o trato gastrointestinal. DIl consistem em dois subtipos:
Retocolite Ulcerativa (RCU) e doenca de Crohn (DC). Acredita-se que as DIl se
desenvolvam como resultado de interacdes entre fatores ambientais, microbianos e
imunomediados em um hospedeiro geneticamente suscetivel. No geral, citocinas
anti-inflamatérias desempenham um papel na DIl incluindo a interleucina 10 (IL-10) e
o fator transformador do crescimento B (TGF-B). As diferencas na producédo de
citocinas tém sido associadas a variacbes genéticas nas regides génicas
relacionadas a estas citocinas. Diferencas individuais na sintese de citocinas
poderiam explicar a suscetibilidade a DIl e sua heterogeneidade fenotipica. Estudos
sobre a influéncia das variantes genéticas de TGFB1 e IL10 na patogénese da DIl
foram publicados com resultados controversos. Objetivo: Avaliar a associacao entre
DIl, RCU e DC e as variantes genéticas TGFB1 -509 C>T (rs1800469) e IL10 -592
C>A (rs1800872) e examinar a associacdo entre essas variantes e as citocinas
presentes na DIl, assim como verificar a associacdo com a atividade das doencas.
Sujeitos e Métodos: O estudo incluiu 178 pacientes com DII, 89 com RCU e 89 com
DC, de ambos os sexos e com idades entre 18 e 70 anos, recrutados no Ambulatorio
de Gastroenterologia da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Sul
do Brasil e 171 individuos saudaveis. A atividade da doenca foi estabelecida pelos
escores parcial, total e endoscopico MAYO para RCU e indice de Atividade da
Doenca de Crohn (CDAI) para DC. Apds jejum de 12 horas, foram obtidas amostras
de sangue venoso. Os niveis plasmaticos de TGF-B1 e IL-10 foram avaliados
usando um sistema de deteccdo baseado em imunofluorometria. O DNA foi extraido
das células sanguineas periféricas usando um kit comercial. A concentracdo de DNA
foi medida em 260 nm. Para genotipar a IL10 -592 C>A, apds a amplificagdo de um
fragmento de 154 pb do gene IL10, este foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo Rsal. Os produtos de digestdo foram analisados de acordo com o
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP). As variantes
TGFB1 -509 C>T foram genotipadas pelo ensaio de discriminacdo alélica TagMan
no sistema de reacéo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Resultados:
Os pacientes com DIl ndo diferiram na idade, sexo, etnia e indice de massa corporal
dos controles (p> 0,05). Os niveis de IL-10 e TGF-B1 aumentaram significativamente
nas DIl em compara¢éo ao grupo controle (p <0,001). A variante IL10 -592 C>A nédo
foi associada a pacientes com DIl, RCU ou DC. O TGFB1 -509 C>T ndo apresentou
diferenca significativa na DIl, na RCU e na DC e nos pacientes quando comparados
aos controles no modelo alélico (p = 0,418; p = 0,653; p = 0,381, respectivamente).
O gendtipo IL10 CC da variante -592 C>A apresentou maiores niveis plasmaticos de
TGF-B1 (p=0,035). Os niveis plasmaticos de IL-10 e TGF-B1 nao diferiram entre os
pacientes com RCU (p=0,553; p=0,510, respectivamente) em relacdo a remisséo da
doenca avaliada pelo escore total de MAYO. N&o houve associagdo entre o escore



total de MAYO e IL10 -592 C>A no modelo codominante, dominante ou recessivo
em pacientes com RCU [(CC vs CA p=0,492; CC vs AA p=0,103); (CC vs CA+AA,
p=0,243), (CC+CA vs AA; p=0,127) respectivamente], e nho modelo genotipico do
TGFB1 -509 C>T [(CC vs CT p=0,080; CC vs TT p=0,846); (CC vs CT+TT,;
p=0,143), (CC+CT vs TT; p=0,693) respectivamente. Em relacdo aos pacientes com
DC, os niveis de IL-10 foram maiores em pacientes com Iindice Endoscépico de
Gravidade da Doenca de Crohn (CDEIS) >8 quando comparados com CDEIS <8
(p=0,046). Niveis de TGF-B1 nao diferiram entre grupos em relacdo ao CDEIS
(p=0.362). A variante genética da IL10 e TGFB1 nao mostraram diferencas
significativas em pacientes com DC em relagdo ao CDEIS em nenhum modelo de
gendtipo. [(CC vs CA p=0.891; CC vs AA p=0,460); (CC vs CA+AA; p=0,922),
(CC+CA vs AA; p=0,418) respectivamente] e [(CC vs CT p=0,472; CC vs TT
p=0,439); (CC vs CT+TT,; p=0,404), (CC+CT vs TT; p=0.566) respectivamente].
Concluséo: Pacientes com DIl apresentam niveis mais elevados de IL-10 e TGF-f1,
tanto na DC quanto na RCU, quando comparados com os controles. O gendtipo IL10
CC da variante -592 C>A foi associado a maiores niveis plasmaticos de TGF-. O
genotipo TGFB1 TT da variante -509 C>T foi associado a niveis mais altos de TGF-
B1 em pacientes com RCU. A descoberta de novas variantes genéticas associadas
as DIl pode contribuir para o tratamento personalizado destes pacientes.

Palavras-chave: doenca de Crohn; retocolite ulcerativa; IL-10 -592 C>A; TGFB1 -
509 C>T; polimorfismo.
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ABSTRACT

Background: Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are chronic, immune-mediated
diseases that affect the gastrointestinal tract. IBD consists of two subtypes:
Ulcerative Retocolitis (UC) and Crohn's disease (CD). IBD are thought to develop as
a result of interactions between environmental, microbial and immunomediated
factors in a genetically susceptible host. Overall, anti-inflammatory cytokines that play
a role in IBD include interleukin-10 (IL-10) and Transforming Growyh Factor Betal
(TGF-B1). Differences in the production of cytokines have been associated with
genetic variations in gene regions related to these cytokines. Individual differences in
cytokine synthesis could explain the susceptibility to IBD and its phenotypic
heterogeneity. Studies on the influence of the genetic variants of TGFB1 and IL10 on
the pathogenesis of IBD have been published with controversial results.
Objective:To evaluate the association between IBD, UC and CD and the TGFBL1 -
509 C>T (rs1800469) and IL10 -592 C>A (rs1800872) gene variants and examine
the association between these variances and the cytokine levels present in IBD, as
well as to verify the association with the disease activity. Subjects and Methods:
The study included 178 IBD patients, 89 with UC and 89 with CD, of both sexes and
aged between 18 and 70 years, recruited from the Gastroenterology Ambulatory of
the State University of Londrina, Londrina, Parana, South Brazil and 171 healthy
individuals. The disease activity was established by the partial, total and MAYO
endocope scores for UC and Crohn's Disease Activity Index (CDAI) for CD. After
fasting for 12 h, venous blood samples were obtained. Plasma levels of TGF-B1 and
IL-10 were assessed using a fluorometry-based detection system. DNA was
extracted from peripheral blood cells using an extraction kit. The DNA concentration
was measured at 260 nm. To genotype the IL10 -592 C>A, after the amplification of a
154 bp fragment of the IL10 gene, it was submitted to digestion with the restriction
enzyme Rsal. The digestion products were analyzed according to Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP). The -509 C>T TGFB1 variants were
genotyped by TagMan allelic discrimination assay on real-time polymerase chain
reaction (QPCR) system. Results: The patients with IBD did not differ in age, sex,
ethnicity and BMI from controls (p> 0.05). IL-10 and TGF-B1 levels increased
significantly in IBD compared to the control group (p <0.001). The IL10 -592 C> A
variant was not associated with IBD, UC or CD patients. TGFB1 -509 C>T did not
show significant difference in IBD, UC and CD and in patients when compared to
controls in the allelic model (p = 0.418; p = 0.653; p = 0.381, respectively). The IL10
CC genotype of -592 C>A variant showed higher plasma levels of TGF- (p = 0.035).
Plasma levels of IL-10 and TGF-B did not differ between patients with UC (p = 0.553;
p = 0.510, respectively) in relation to disease remission assessed by the total MAYO
score. There was no association between the total MAYO score and I1L10 -592 C> A
in the codominant, dominant or recessive model in patients with UC [(CC vs CA p =
0.492; CCvs AAp =0.103); (CCvs CA + AA; p=0.243), (CC + CAvs AA; p=0.127)
respectively], and in the TGF -509 C> T genotype model [(CC vs CT p = 0.080; CC



vs TT p = 0.846); (CC vs CT + TT; p = 0.143), (CC + CT vs TT; p = 0.693)
respectively]. Regarding patients with CD, IL-10 levels were higher in patients with
Crohn's Disease Endoscopic Index of Severity (CDEIS) >8 when compared to CDEIS
<8 (p = 0.046). TGF-pB levels did not differ between groups in relation to CDEIS (p =
0.362). The genetic variant of IL10 and TGFB1 showed no significant difference in
CD patients compared to CDEIS in any genotype model [(CC vs CA p =0.891; CC vs
AA p =0.460); (CC vs CA + AA; p =0.922), (CC + CAvs AA; p = 0.418) respectively]
and [(CCvsCT p=0.472; CCvs TT p=0.439); (CCvs CT +TT,; p = 0.404), (CC +
CT vs TT; p = 0.566) respectively]. Conclusion: IBD patients shows higher levels of
IL-10 and TGF-B1, both in CD and UC, when compared to controls. The 1L10 CC
genotype was associated to higher plasmatic levels of TGF-B. The TGFB1 TT
genotype was associated to higher plasmatic levels of TGF-B. The discovery of new
genetic variants associated with IBD can contribute to personalized treatment of
these patients.

Key Words: Crohn’s disease; ulcerative colitis; IL-10 -592 C>A; TGFB1 -509 C>T,
polymorphism.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO E CARACTERIZAGAO

Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo doencas crbnicas autoimunes,
caracterizadas por um conjunto de distarbios que afetam o trato gastrointestinal. S&o
classificadas em Doenca de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU) (ENGELS, et.
al., 2018). A DC é caracterizada pela inflamacgédo transmural, que pode envolver
qualquer parte do trato gastrointestinal, da boca ao anus. Ja a RCU apresenta
inflamagdo na camada mucosa que ocorre a partir do reto e pode estender-se
através do célon (PERSAUD, et. al; 2019).

A inflamag&o da mucosa intestinal resulta em sintomas inespecificos como
diarreia, dor abdominal, presenca de sangue nas fezes, perda de peso. O influxo de
neutrofilos e macréfagos que produzem citocinas, enzimas proteoliticas e radicais
livres resultam na inflamacao e podem causar ulceracdo (GUAN; 2019).

A inflamacdo da DC pode evoluir para um padrdo penetrante e fistuloso ou
para um quadro fibrostendtico obstrutivo. As fistulas intestinais ocorrem em cerca de
20% a 40% dos pacientes com DC. A formacéo de fistula pode ocorrer em qualquer
estrutura adjacente, inclusive no intestino, bexiga, pele ou vagina. Essas fistulas
podem ser clinicamente assintomaticas, mas podem contribuir para a ma absorcao e
diarreia. Os pacientes também podem apresentar manifestacdes extraintestinais.
Entre os sintomas sistémicos, destacam-se a fadiga, como resultado da inflamacéao
e ma absorcdo continuas. A febre leve também é frequentemente descrita. Febre
mais alta indica processo inflamatério mais grave, como formacédo de abscesso ou
perfuracdo (FLYNN; EISENSTEIN; 2019).

A inflamacdo na RCU é restrita a mucosa colbnica, tornando o0s sintomas
mais restritos. A principal caracteristica da RCU € a diarreia devido ao transito rapido
do conteddo intestinal através do colon inflamado. A gravidade da diarreia esta
relacionada a extensdo da inflamacdo. Manifestacdes extraintestinais também
podem ocorrer, mas sdo menos frequentes do que na DC. Sintomas sistémicos de
fadiga, febre e perda de peso também podem estar presentes. Pacientes podem
desenvolver estenose coldnica, ocorrendo em cerca de 5% a 10% dos pacientes, 0
gue pode levar a obstrucédo e dor. Em caso de estenoses, é necessario suspeitar de
malignidade subjacente (FLYNN; EISENSTEIN; 2019).
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A etiologia das DIl é desconhecida, porém sugere-se que fatores genéticos,
ambientais e imunoldgicos estejam envolvidos, resultando em uma resposta imune
excessiva contra a microbiota intestinal em individuos geneticamente susceptiveis
(WALLACE, et. al., 2014).

A alteracdo da microbiota intestinal tem sido relacionada aos fatores de
predisposicdo as DII. A hipétese de higiene sustenta que a falta de exposi¢do a uma
variedade de microrganismos na infancia pode ter efeito negativo sobre o
desenvolvimento da resposta imune inata. Outros fatores relacionados a hipétese da
higiene incluem exposicdo a gastroenterite, amamentagdo, uso precoce de
antibidticos, dieta e tabagismo (GLASSNER; ABRAHAM; QUIGLEY; 2020).

A reducao da diversidade na microbiota com o aumento de microrganismos
proinflamatorios e a deplegcdo de bactérias anti-inflamatorias tem sido associada as
DIl. A diversidade de microrganismos e 0s metabolitos microbianos séo importantes
para a homeostase intestinal. A disbiose pode resultar na perda de vias funcionais
importantes na produgdo de metabolitos microbianos, como o triptofano, acidos
graxos de cadeia curta e outros compostos com atividade anti-inflamatoria que
regulam a inflamacéo intestinal pode resultar em perda de vias funcionais
microbianas (CHU; 2017).

Talha (2015) revisou alguns fatores ambientais relacionados as doencas
(Figura 1). Entre eles, a alimentacdo rica em carne e carboidratos e o baixo
consumo de fibras e vegetais tém sido relatados. Outro fator descrito € o
envolvimento da obesidade na progresséao das DII, considerando a funcéo endécrina
do tecido adiposo como mediador da inflamacédo. Existem, também, evidéncias
observacionais de associacdo entre estresse, ansiedade e depressdao e 0
desenvolvimento de DIIl. Alguns medicamentos, como 0S contraceptivos orais,
terapia de reposicdo hormonal, farmacos anti-inflamatorios e antibioticos, também
sdo descritos como fatores de risco para DII.

O tabagismo tem sido associado a exacerbacdo da DC, maior necessidade de
imunossupressdo e aumento na necessidade de cirurgia e fraca resposta a terapia
meédica. Os efeitos prejudiciais do tabagismo séo atribuidos aos danos causados a
mucosa intestinal. Por outro lado, fumantes com RCU apresentam curso mais leve
da doenca, sdo menos propensos a necessitar de hospitalizacdo e cirurgias
(VRABLICOVA, et. al.; 2019). Esses efeitos divergentes podem ser explicados pelo

mecanismo de resposta imunoldgica diferente em cada doenca.
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Figura 1- Fatores relacionados a patogénese das Doencas Inflamatorias Intestinais

/Microbiota \ /Fatores \

Intestinal Ambientais
*Bactérias eAlimentacao
*Fungos *Medicamentos
eInfecgdes Virais *QObesidade
eTabagismo

\
(o

/ &Estresse /
N (& N

redisposicao esposta Imune

Genética elnata
sVariantes eAdaptativa
Genéticas

. N /

Fonte: adaptado de TALHA (2015).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

As DIl foram inicialmente descritas na Europa Ocidental, durante a revolucao
industrial. E mais comum em paises industrializados, como paises da América do
Norte e Europa Ocidental. Estudos epidemiolégicos sugerem um aumento
significativo da incidéncia e prevaléncia dessas doencas em paises da Asia, Africa e
Europa Oriental. O aumento da incidéncia nos paises em desenvolvimento
demonstra o impacto de fatores ambientais na patogénese da DIl (FEUERSTEIN, et.
al., 2017; SELVARATNAM, et. al., 2019). A incidéncia geografica de DIl é paralela a
industrializacdo e urbanizacdo das sociedades, sustentando a hipétese da higiene. A
mudanca na exposi¢cao a microrganismos € atribuida a alteracdo nas condi¢cfes de
higiene e saneamento (GLASSNER, ABRAHAM, QUIGLEY, 2020).

Uma revisao feita com paises da América do Sul descreveu maior frequéncia
de RCU comparada a DC. Com relacéo a etnia, foi mais frequente em caucasianos
do que em individuos com ascendéncia africana ou asiatica. As DIl sdo mais

comuns em judeus Ashkenazi. Com relacdo ao sexo apenas um estudo demonstrou
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predominancia no sexo feminino (FEUERSTEIN, et. al., 2017; SELVARATNAM, et.
al., 2019)

O Brasil é considerado um pais de baixa incidéncia e prevaléncia de DII.
Existem dados que demonstram tendéncia crescente da RCU e da DC no pais,
embora as bases de dados nacionais sejam deficientes quanto a incidéncia e
prevaléncia dessas doencas (GASPARINI, et. al., 2018). Dados epidemiol6gicos
geralmente se referem ao sistema publico de saude, com base em registros de
hospitalizac@o ou de pacientes que adquirem medicamentos de alto custo através do
governo. Em certas regifes do pais, aa DIl tém sido um dos principais motivos da
falta no trabalho ou na escola (CURY; OLIVEIRA; CURY; 2019).

Um estudo realizado no Estado de S&o Paulo, entre 2012 e 2015, demonstrou
a incidéncia média anual de DIl de 13,30 novos casos/ 100.000 habitantes/ ano,
considerando a incidéncia média de DC de 6,14 novos casos/ 100.000 habitantes/
ano e de RCU de 7,16 novos casos/ 100.000 habitantes/ ano. A maioria dos
pacientes era do sexo feminino, com idade entre 20 e 50 anos (GASPARINI, et. al.,
2018).

As manifestacdes clinicas e o diagnostico das DIl geralmente surgem durante
a segunda ou terceira década de vida. Dessa forma, podem comprometer o
desempenho escolar ou levar a incapacidade no trabalho. Por serem doencas
inflamatorias crénicas, tanto a RCU quanto a DC afetam a qualidade de vida dos
pacientes e geram altos custos, pois necessitam de tratamento continuo
(SPEKHORST, et. al. 2017). A maioria dos pacientes com DIl no Brasil obtém seus
medicamentos por meio de programas governamentais de fornecimento gratuito de
medicamentos (GASPARINI, et. al., 2018).

1.3 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E CITOCINAS

A DIl é caracterizada por uma falha na regulacdo imune do processo de
resposta inflamatoria, em consequéncia do dano epitelial, aumento da inflamacgéo
causado pela microbiota intestinal e um grande numero de células que infiltram a
lamina proépria, incluindo células T e B, macrofagos, células dendriticas e neutrofilos
(GUAN, 2019).

A resposta imune no trato gastrointestinal € dividida em imunidade inata e

adaptativa. A imunidade inata inclui a funcdo de barreira da mucosa intestinal,
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proteinas antibacterianas, como o sistema complemento e defensinas, o pH acido do
estbmago, que limita o crescimento bacteriano, células da imunidade inata
(neutrdfilos, macréfagos, células dendriticas e células natural killer (NK), citocinas e
moléculas inatas (interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
defensinas). A imunidade adaptativa é especifica para patdgenos, geralmente
ativada quando as respostas imunes inatas ndo contornam a estimulacdo do
patégeno, tornando necessaria a ativacdo de células B e T. O inicio da resposta
imune a microbiota intestinal depende da regulacédo entre a tolerancia imunoldgica e
uma resposta inflamatéria defensiva. O desequilibrio dessas respostas pode causar
DIl (GUAN, 2019).

Em condigcbes de homeostase, existe um equilibrio entre a microbiota
intestinal e as células imunolégicas. A mucosa intestinal forma uma barreira que
impede a aderéncia de microrganismos no tecido do hospedeiro, prevenindo a
inflamacéo descontrolada. A patogénese da DIl esta relacionada a alteracdo de
funcdo da barreira intestinal e alteracGes estruturais das células do epitélio intestinal.
A resposta imune inicial envolve a ativacdo de células imunes, como macroéfagos,
células dendriticas, neutrofilos, células NK em resposta aos antigenos microbianos.
A apresentacao de antigeno aos linfocitos T estimula a resposta imune adaptativa,
gue varia entre RCU e DC, de acordo com o perfil celular prevalente em cada
doenca (DANESE, et. al.; 2015).

O mecanismo de autofagia controla a quebra de componentes intracelulares
em resposta ao estresse ou infeccdo. Esses mecanismos de conservacao
intracelular garantem o funcionamento correto de células intestinais altamente
secretoras, como ceélulas de Paneth e células fagociticas, como os macréfagos
(FRIEDRICH; POHIN; POWRIRE, 2019).

As células T auxiliares, do inglés T helper 17 (Th17) sao células efetoras que
medeiam a resposta inflamatéria na DIl. Elas estdo envolvidas na producdo de
citocinas proéinflamatérias como a interleucina 17 (IL-17) e também exibem fendtipo
regulador Th17/Thl, em que a producao de IL-17 é suprimida e o interferon gama
(IFN-y) é secretado. Assim, hd um equilibrio entre resposta pré-inflamatéria Th1l7 e
anti-inflamatéria regulatéria, que pode ser importante ao considerar o tratamento
com agentes supressores de IL-17. A continuacdo da resposta imune contra

microrganismos comensais resulta na inflamacgéo crénica. O acumulo continuo de
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miofibroblastos em locais onde a funcdo da barreira foi comprometida pode levar a
fibrose intestinal e & formacéo de fistulas (DANESE, et. al.; 2015).

Estudos de associagdo em todo o genoma, do inglés Genome-wide
association study (GWAS) identificaram varios loci de genes que codificam proteinas
envolvidas na sinalizagcdo dos receptores de citocinas e quimiocinas e na resposta
imune, entre eles o transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (STAT1), STATS3,
STAT4, receptor de quimiocina 6, do inglés chemokine receptor type 6 (CCR®6),
qguimiocina ligante 2 (CCL2), CCL13, receptor de IL-12 (IL-12R), IL-23R e Janus
kinase (JAK2). Foram identificados também loci de genes que codificam citocinas,
como IL-2, IL-21, interferon-y (IFNy), IL-10 e IL-27 (figura 2) (NEURATH; 2014).

Citocinas chave na resposta imune incluem TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12, IL-
13, IL-17, IL-2 e IL-15 (DANESE, et. al.; 2015). As citocinas proinflamatérias
desempenham um papel importante na resposta imune da DIl. Existem varios
processos na patogénese da doenca, como a regulacdo das funcdes da barreira
intestinal e atividade antimicrobiana, autofagia, desenvolvimento de células Th. As
citocinas s&o responsaveis por regular essas vias. Portanto, os genes dos
receptores de citocinas e reguladores da sinalizacdo delas estdo entre os mais
estudados nas DIl (NOROUZINIA, et. al.; 2017).

Figura 2 - Citocinas na Patogénese das Doencas Inflamatérias Intestinais

Lumen Lamina propria

i o [FNy
s NK cell —_— S (ell-17A * Homeostasis
IL-18 o |L-17F ¢ Inflammation

........... > ell-22

- [~ \MTbet * IFNy

K_/ * TNF
Tyl cell
e|L-5
*IL-6 T GATA3 o IL-6

?
() e |
Ty2 cell
RORyt

8
- < TNF L1
Jﬁ?/.\’v\ Macrophage

4 i o |L-17A = :

Antimicrobial %Wﬁ A Slocl:;iis\t'zscilitis
peptides, such Neutrophil e IL-21 ¢ Crohn’s disease
as defensins T,17 cell e lL-22

Retinoic acid,

TGP \T FOGE Al Resolution

Paneth cell = * TGFB
N\ Treg cell

CD103*DC



© 00 N O OP,hWNE

[ ~ S =N SN N T
oa A W N R O

W W W W W N N N N DN DN DN DNDMNDNMNDN PP PP
A WO NP O O 0O N O O B W NP O O 0N O

22

ILC: célula linfoide inata; NK: células exterminadoras naturais (Natural killer); Th: células t auxiliares (t
helper); IL: interleucina; IFN-y: interferon gama; TNF-a; fator de necrose tumoral alfa; DC: célula
dendritica; TGF-B: fator transformador do crescimento beta;

Fonte: NEURATH; 2014

Os estudos dos niveis de citocinas nas Dlls demonstram que a RCU é uma
doenca associada a resposta Th2, enquanto que na DC as citocinas Th1/Th17
desempenham um papel importante na resposta inflamatéria, conforme
demonstrado na figura 2 (NEURATH; 2014). Muitas das citocinas classicas da
imunidade inata e adaptativa ndo podem ser detectadas no soro de pacientes com
DIl. E possivel que essas citocinas sejam restritas nos locais de inflamacdo dos
tecidos, que apresentam tempo de meia vida relativamente curtas e sdo encontradas
em circulacdo apenas em condi¢cdes avancadas (KOROLKOVA, et. al., 2015). Com
a compreensdo da atividade biol6gica dessas citocinas € possivel implementar

NOVOS recursos terapéuticos para atender a necessidades dos pacientes com DII.

1.4 BIOMARCADORES LABORATORIAIS

Alguns biomarcadores foram identificados para monitorar 0 processo
inflamatorio. Esses biomarcadores geralmente ndo sao especificos, sendo Uteis para
auxiliar na determinacdo da atividade da doenca e resposta terapéutica, mas nao
sdo adequados para o diagnostico (FLYNN; EISENSTEIN; 2019).

A proteina C reativa (PCR) € uma das proteinas de fase aguda mais
importantes na inflamacdo. Pode ser utilizada para auxiliar na avaliagdo por
endoscopia ou radiologia como preditor de atividade da doenca, porém nao pode ser
utilizada isoladamente no diagnostico das DIl. Niveis séricos elevados de PCR
sugerem resposta ao TNF-a e nivel normal de PCR sérico podem ser associados a
remissao clinica e endoscépica. Na RCU, a PCR pode ser adjuvante na avaliacdo da
atividade da doenca. O nivel normal no soro esta associado a remisséo clinica e
cicatrizacdo da mucosa. Na DC, a PCR é mais elevada em individuos com
envolvimento do célon (NOROUZINIA, et. al.; 2017).

A pesquisa de anticorpos contra a levedura Saccharomyces cerevisiae (ASCA)
e a pesquisa de autoanticorpos contra o citoplasma de neutréfilos (ANCA) embora
sejam de baixa sensibilidade, auxiliam na diferenciacdo das DIl. ANCA apresenta-se
elevada na RCU, enquanto que a ASCA é principalmente relacionada a DC
(NOROUZINIA, et. al.; 2017).
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A velocidade de hemossedimentacdo (VHS), assim como a PCR, é o
biomarcador inespecifico de inflamagéo, que também pode estar alterado nas DIl;
porém, ndo pode ser avaliado isoladamente. A contagem de plaquetas aumenta em
pacientes com DII, o que contribui com a formacéo de microtrombos (NOROUZINIA,
et. al.; 2017). Existem outros marcadores inflamatérios inespecificos uteis no
diagnéstico de inflamacgéo ativa na DC, como a calprotectina fecal e e lactoferrina,
porém seu uso € pouco frequente (GOMOLLON,et. al.; 2017).

1.5 VARIANTES GENETICAS

A predisposi¢do genética pode influenciar tanto na atividade das DII, quanto
na resposta ao tratamento, em razédo da alteracdo das funcdes celulares e da
resposta imune (NUIJ, et. al.,, 2017). Variantes em genes envolvidos nas vias
inflamatorias podem explicar a predisposicdo genética para DIl (BANK, et. al.; 2014).

O sequenciamento do genoma humano e a descoberta de Variantes de um
Unico Nucleotideo (SNVs) permitiram os GWAS, demonstrando que diferente de
algumas doencas que sédo causadas por apenas uma mutacao, as DIl sdo resultado
da combinacao de variantes em diversos loci. GWAS identificaram que setenta por
cento dos loci da DIl sdo compartilhados com outras doencas. Dentre 154 loci
associados com doencas imunomediadas, 66 sdo compartiihados com as DIl
(JOSTINS et. al., 2012). Foi demonstrada a sobreposi¢cao nos loci de suscetibilidade
entre DIl e outras doencas, como a espondilite anquilosante, psoriase, lUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide, asma, dermatite atopica, doenca celiaca,
diabetes mellitus tipo | e Il, esclerose multipla e hanseniase (LEES et. al., 2011).

Diversos genes de susceptibilidades cromossémicas foram estudados
(LOPEZ-HERNANDEZ et al, 2014). Estudos gendmicos identificaram mais de 240
loci de risco genético, dos quais cerca de 30 loci sdo compartilhados na RCU e DC.
Os fatores genéticos identificados indicam que varias vias desempenham papéis na
manutencdo da homeostase intestinal. Dentre elas se destacam a funcao da barreira
epitelial na defesa inata da mucosa, regulacdo imune, migracao celular, autofagia,
imunidade adaptativa e vias metabdlicas associadas a homeostase celular. As
células da lamina prépria ativadas produzem altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias no local, incluindo TNF-a, IL-1B, IFN-y e citocinas das vias IL-23/Th17
(GUAN, 2019).
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O complexo Antigeno Leucocitario Humano (HLA) codifica mais de 225
genes. GWAS demonstraram ligagéo a regido Inflammatory Bowel Disease 3 (IBD3),
gue sugerem que a associacdo do locus HLA é melhor elucidada na UC do que na
DC (MURO; LOPEZ-HERNANDEZ; MROWIEC; 2014).

No Brasil, foi realizado um estudo de variantes dos genes IL10 e TGFB1 na
DC. Foi demonstrado que variantes no gene TGFB1 podem estar relacionadas ao
surgimento na DC e que variantes do gene IL10 podem influenciar nos fenétipos da
DC (ALMEIDA et. al., 2013).

Embora os loci de suscetibilidade nos genes de vias funcionais nas DlII
tenham sido relatados, séo escassos 0s estudos de associacao desses loci de risco
a expressado fenotipica. Esses loci identificados pelos GWAS normalmente se
localizam em regides néo codificadoras do genoma. A interpretacdo causal € um
desafio nos estudos genémicos (MOHAMMADI, et. al.; 2018).

Estudos de variantes genéticas associados a farmacocinética e
farmacodinamica podem sugerir se o0 tratamento sera efetivo ou ndo, pela
identificacdo dos perfis genéticos que nao respondem ao tratamento (BEK, et. al;
2016). Sendo assim, esses estudos podem futuramente auxiliar na compreenséo
dos processos fisiopatologicos e na terapéutica personalizada, direcionando cada

paciente ao melhor tratamento (NUIJ, et. al., 2017).

1.5.1 TGF-B

O fator de transformacéo do crescimento beta, do inglés Transforming Growth
Factor Beta (TGF-B), € uma citocina produzida por muitos tipos de células, incluindo
células epiteliais, fibroblastos, células imunes, macréfagos e regula multiplas
funcdes celulares como supressor da resposta imune, proliferacdo celular e
oncogénese. Estad envolvido na manutencdo da homeostase intestinal através da
modulacédo das funcbes das células imunes, do epitélio e da microbiota luminal, que
estdo envolvidas na patogénese da DIl. Na imunidade intestinal, o TGF- suprime
as respostas inflamatérias a antigenos bacterianos e contribui para a inducao de
tolerancia imunologica (IHARA; HIRATA,; KOIKE; 2017).

O TGF-B é abundante no intestino de mamiferos. Possui trés isoformas: TGF-
B1, TGF-B2 e TGF-B3, sendo o TGF-B1 a isoforma mais estudada, cujo papel da
imunidade intestinal tem sido investigado (IHARA; HIRATA; KOIKE; 2017).
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A principal funcdo da sinalizacdo de TGF-B nas células T é suprimir a
proliferacdo e ativacdo de células T pela diferenciacdo de células T regulatorias
(Treg). Foi relatado que TGF-B juntamente com IL-6 induzem a diferenciagdo de
células Th17 a partir de células T CD4+ naive. As células Th17 produzem IL-17 e
Interferon y (IFN-y), necesséarias para a defesa da mucosa contra bactérias, mas
tendem a promover inflamacéo intestinal (IHARA; HIRATA; KOIKE; 2017).

O TGF-B1 € um regulador chave do crescimento e diferenciacdo celular,
modulacdo imune, cicatrizacdo de feridas e embriogénese. Patologicamente, a
expressédo de TGF-B1 afeta fibrose em doencas autoimunes, progressédo tumoral e
metastase e transplante (SHAH, et. al., 2006).

O gene TGFB1 estad localizado na regido 19913.2 do cromossomo 19
humano. E composto por 7 éxons separados por 6 introns muito grandes. O exon 1
codifica a regido nao traduzida 5’ (5’UTR), o peptideo sinal e uma parte do peptideo
associado a laténcia (LAP) cuja codificagdo continua até o codon 249 no éxon 5. Do
exon 5 ao 7, o segmento formado codifica 0 TGFB1 maduro (CEBINELLI, et. al.;
2016).

Variantes no gene TGFB1 podem estar presentes em diversas regibes do
gene e afetar a ligacdo ao fator de transcricdo ou interferir no nivel de producédo de
proteinas. Variantes funcionais tém sido associadas a doengcas como cancer. No
entanto a associacdo do SNV com a doenca ndo pode ser considerada
isoladamente um biomarcador, ja que diversos SNVs podem alterar a producéo de
TGF-B1 e apenas o estudo de haplotipos pode certificar a influéncia exata desses
SNVs (CAO et al., 2011; GRAINGER et al., 1999; GUO et al., 2014).

Figura 3 - Estrutura do gene TGFB1
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A regulacdo do gene TGFB1 e os niveis de expressdo da citocina sdo
afetados pela presenca de SNVs. O SNV -509 C>T (-1347C>T) presente na regiao
reguladora negativa (figura 3) estd associado a diferencas genéticas na regulacao
dos niveis plasmaticos de TGF-B1. Individuos que codificam o alelo T mostram
niveis plasméticos mais altos de TGF-B1, comparados aqueles que codificam o alelo
C, devido a perda da regulacdo negativa. A expressao do SNV -509 C>T foi
previamente relacionada ao aumento da suscetibilidade e gravidade da asma, risco
de desenvolver cancer de mama e doenga de Alzheimer (SHAH, et. al., 2006).

1.5.2 IL-10

A familia da IL-10 agrupa os mediadores imunolégico IL-10, IL-19, IL-20, IL-
22, IL-24 e IL-26. Essas citocinas podem promover resposta imune inata para limitar
0s danos causados por infeccdes, além de facilitar o processo de cicatrizacdo de
tecidos causados pela inflamacdo (NOROUZINIA, et. al.; 2017).

A IL-10 € uma citocina imunorregulatoria que pode ser expressa por células
imunes como macrofagos, células NK, eosindfilos, neutrofilos e linfocitos B e T
(GIUFFRIDA, et. al., 2019). Possui a funcdo de suprimir a producédo de citocinas pro
inflamatorias pelas células apresentadoras de antigenos e células T e induzir a
sinalizacdo STAT3 nas células Treg (NEURATH; 2014).

O papel da IL-10 nas DIl depende da sinalizagdo em macrofagos, sendo um
fator importante na manutencéo da tolerancia da mucosa. Variantes genéticas da IL-
10 estdo associadas ao risco de desenvolver DIl (KOELINK, et. al., 2019). Koelink e
colaboradores (2019) sugerem que a incapacidade dos macréfagos da mucosa em
responder a sinalizacdo de IL-10 pode ser um dos mecanismos que justifique que
alguns pacientes ndo respondam a terapia anti-TNF (AL-ROBAYAN, et. al.; 2016).

A IL-10 mantém a tolerancia a microbiota intestinal, controlando os efetores
Thl e Thl7. A falha nas respostas a IL-10 pelas células imunes inatas esta
envolvida no desenvolvimento da inflamacdo (VEENBERGEN. et. al., 2019).

Pacientes com DIl apresentam altos niveis de IL-10, principalmente durante o
periodo de atividade da doenca, sugerindo que essa citocina seja importante como
alvo na terapia das DIl (GIUFFRIDA, et. al., 2019).

O gene da IL-10 humana esta localizado no cromossomo 1g32.1 e contém

cinco exons (figura 4). Varios SNVs foram relatados na regido proximal e distal do
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gene da IL-10. Os SNVs rs1800896 -1082A/G, rs1800871 -819T/C e rs1800872 -
592A/C da regiao promotora estdo envolvidos na taxa de transcricdo de IL-10 e
afetam diretamente seu nivel de producao e expressao. Os alelos -1082G, -819C e -
592C (GCC) foram associados a niveis elevados de produc¢éo de IL-10, enquanto os
haplétipos ACC e ATA demonstraram baixa transcricdo do gene e baixos niveis da
citocina (AL-ROBAYAN, et. al.; 2016; ZHU, et. al.; 2013).

Figura 4 - Estrutura do gene 1L10

-1082 G/A (rs1800896) (Chromosome 1)
's3024505 (C
-819 C/T (rs1800871) rs3024305 (C/T)
- b
2592 C/A (rs1800872) 2077 bp
TAG
(= ——
Promoter ! U 7
region Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

Fonte: MIJAC et al, 2016.

O gene da IL-10 codifica a citocina anti-inflamatoria, que pela via de
sinalizacdo STAT3 desempenha um papel importante no controle da inflamacéo e
protecdo do tecido intestinal contra lesdes. Durante a transducédo de sinalizacdo de
IL-10, esta se liga aos receptores IL10RA e IL10RB e ativa Jakl e tirosina kinase 2
(Tyk2), levando a fosforilacdo do STAT3. Em seguida, o STAT3 ativado é
translocado para nucleo e regula a transcricdo de diversos genes responsaveis pela

resposta anti-inflamatoria (LIN, et. al.; 2017).

1.6 DIAGNOSTICO, ATIVIDADE DA DOENCA E TRATAMENTO

O diagnéstico das DIl baseia-se num conjunto de sintomas clinicos da doenca,
associados a métodos endoscopicos, radioldgicos ou histologicos. Exames
laboratoriais auxiliam na determinacédo da gravidade da doenca. Em alguns casos
nao é possivel a diferenciacdo entre DC e RU, sendo denominada DIl néo
classificada ou indeterminada (SPEKHORST; et. al., 2017).

A atividade clinica da DC é classificada em leve, moderada e grave. O critério
utilizado para essa classificacdo € o Crohn’s Disease Activity Index (CDAI), no qual
para doenca ativa € considerado CDAI >220, a remissdo com CDAI <150. O CDAI
possui algumas limitagdes, no entanto, pode ser utilizado para a avaliacdo de
recidiva da doenca (Quadro 1) (GOMOLLON,et. al.; 2017).
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Quadro 1: indice de Atividade da Doenca de Crohn (CDAI)
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ITEM (ESCORE CUMULATIVO: 7 DIAS) FATOR DE TOTAL
PONDERACAO
(Multiplicar itens)
Numero de evacuacdes liquidas ou pastosas 2
Dor abdominal 5
Estado geral 7
Numero de Complicacbes 20
Artrite ou artralgia
Irite ou uveite
Fissura, fistula ou abscesso anal
Eritema nodoso, pioderma gangrenoso ou
estomatite aftosa
Uso de loperamida ou difenoxilato para diarreia 30
(O=néo; 1=sim)
Massa abdominal (nenhuma=0; questionavel=1,; 10
definida=2)
Hematdécrito (Homens:47% ; Mulheres:42% 6
Peso corporal (1-peso atual/peso habitual x 100) 1

<150: Remissao; 151-219: Atividade Leve; 220-450: Atividade Moderada; >450: Atividade Grave

Fonte: SEHGAL; KOLTUN; 2010

Existem dois sistemas de escores endoscopicos para classificar a inflamacéo

da mucosa na RCU. O sigmoidoscépico componente do Mayo Endoscopic Score
(MES) e o indice Endoscopico de Gravidade da Colite Ulcerativa (UCEIS) sdo

instrumentos confidveis de avaliagcdo endoscopica da atividade da doenca (XIE, et.

al.; 2018).

Além do MES e do UCEIS para definir gravidade e atividade da doenca na

RCU, frequentemente é utilizado o Escore Total de Mayo para RCU (Quadro 2) e o

Escore Parcial de Mayo (Clinico) para a RCU (Quadro 3) como ferramentas que nao
envolvem imagem (LEWIS, 2008; SEHGAL; KOLTUN, 2010).
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Quadro 2: Escore Total de Mayo para a Retocolite Ulcerativa
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ESCORE NUMERO DE SANGRAMENTO ACHADOS AVALIACAO
EVACUACOES RETAL ENDOSCOPICOS GLOBAL
0 NUmero Auséncia Auséncia de Normal
habitual doenca ou doenca
inativa (cicatriz)
1 1-2x mais do Raias de sangue - | Doenca leve Doenca leve
habitual menos da metade | (eritema, |do
das evacuacgbes padrao vascular,
leve friabilidade)
2 3-4x a mais do | Sangue vivo na Doenca moderada | Doenca
habitual maioria das (eritema evidente, moderada
evacuacoes perda do padréao
vascular, erosfes)
3 5 ou mais do Evacuacéo apenas | Doenca grave Doenca
habitual com sangue (sangramento grave
espontaneo,
ulceracdes)

Remiss&o clinica: Mayo menor ou igual a 2.Doenca leve: Mayo 2 a 5. Doenga moderada a grave: Mayo 6 a 12.

Fonte: LEWIS, et; al.; 2008.

Quadro 3: Escore Parcial de Mayo (Clinico) para a Retocolite Ulcerativa

DESCRITOR

DESCRICAO

ESCORE

Frequéncia das
evacuacoes

NUmero habitual

1-2x a mais do habitual

3-4x a mais do habitual

5 ou mais a mais do habitual

Sangramento retal

Auséncia

O|WIN|F|O

Evacuacdes apenas com sangue

Raias de sangue-menos da metade da
evacuacoes

Sangue vivo na maioria das evacuacoes

Avaliacdo Global

Normal

Doenca leve

Doenca moderada

Doenca grave

WINPFIOW N

Total (de 9)

<2 : Remissao; 2-4: Atividade Leve; 5-7: Atividade Moderada; >7: Atividade Grave

Fonte: SEHGAL; KOLTUN; 2010
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O tratamento com farmacos inibidores de TNF-a expandiu a remissao dessas
doencas; no entanto, este tratamento ndo é efetivo em 20 a 40% dos pacientes com
DIl (NUIJ, et. al., 2017). Diferentes farmacos bloqueadores do TNF-a foram
desenvolvidos, sendo os principais conhecidos, os anticorpos monoclonais. No
entanto, o bloqueio do TNF-a nas DIIs nem sempre é eficaz, o que demonstra que o
TNF-a participa apenas de parte dos mecanismos fisiopatologicos da doenga,
tornando necesséario o estudo de outras citocinas na fisiopatologia das DIl
(BLOEMENDAAL et. al.; 2017).

A maioria dos pacientes com RCU responde ao tratamento com
aminossalicilatos, considerados agentes de primeira linha. O acido félico deve ser
utilizado em conjunto para evitar a anemia. Pode ser utilizada a associagdo de
enemas e supositorios. Na auséncia de resposta terapéutica aos aminossalicilatos, €
utilizada a combinagcdo com corticoides orais. A azatioprina e a 6-mercaptopurina
S80 imunossupressores muitas vezes iniciados junto ao ciclo de corticoides. Em
caso de contra indicacdes pode ser utilizado o metotrexato (FROES; 2012).

Os medicamentos utilizados para a remissdao da DC incluem azatioprina
(antagonista das purinas), e farmacos inibidores do TNF-a, como infliximabe,
adalimumabe e vedolizumabe. Podem também ser utilizados ustequinumabe
(blogueadores da IL-23 e IL-12), metotrexato (antimetabdlito analogo do acido fdlico),
certolizumabe (anti TNF-a) e natalizumabe (inibidor seletivo da molécula de adeséo
linfocitaria integrina a4B1l). A eficacia de mesalazina (aminossalicilato) e acidos
graxos 6mega 3 é controversa (GOMOLLON,et. al.; 2017).

Na figura 5 € demonstrada a abordagem tradicional de tratamento na DII, que
€ baseada na estratégia de expansao “step up”, baseada numa escala progressiva
para terapias mais poderosas, porém mais prejudiciais, de acordo com a gravidade
da doenca e resposta a medicamentos prescritos anteriormente. Na base dessa
piramide terapéutica estdo os medicamentos mais tolerados em pacientes com DII
leve a moderada. Incluem os aminosalicilatos, corticosteroides tépicos e antibioticos.
No proximo estagio estdo o0s corticosteroides sistémicos. Pacientes que
desenvolvem resisténcia aos esteroides sédo escalados para imunossupressores
tradicionais, como azatioprina e metotrexato. A posicdo superior da piramide é
ocupada por imunobioldgicos e ciclosporina e sdo reservados para a doenca grave e
aguda (CURRO; PUGLIESE; ARMUZZI; 2017). Outra conduta utilizada na DC é a
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“top down”, com a utilizagédo da terapia biolégica desde o inicio do tratamento, sendo

utilizada em casos mais graves (FROES; 2012).

Figura 5: Estratégias de tratamento para doencas inflamatorias intestinais

Step up Top Down

N 7

s ~ \ s 4 ~
Inibidores de TNF-a. \'-.\ Inibidores de TNF-a.
\ - J Ay \ J
e ™ '-.\ e ™
6-MP/AZA/MTX \ 6-MP/AZA/MTX
\ J "'\_ \ J
\
Corticoides \ Corticoides
\
\
5-ASA \ 5-ASA
\
N/

6-MP: 6-mercaptopurina; AZA: azatioprina; MTX: metotrexato; 5-ASA- Aminosalicilatos
Fonte: Adaptado de FROES; 2012.
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2 JUSTIFICATIVA

Dlls sdo doencas que ndo apresentam cura e podem comprometer o paciente
com graus variados de dano e incapacidade, sendo responsaveis por altos custos
aos servicos de saude. A etiologia e fisiopatologia das DIl ainda ndo sdo totalmente
esclarecidas. Além disso, os dados referentes as alteracdes genéticas que podem
ser responsaveis por desencadear ou prevenir o surgimento dessas doencas, e que
possam explicar as diferencas na gravidade, ainda sdo escassos e inexistentes na
populacéo brasileira.

Tendo em vista que o estudo de marcadores genéticos e sua correlacdo com
a fisiopatologia da doenca pode auxiliar no desenvolvimento de novos
biomarcadores e estratégias terapéuticas e que até o presente momento, nao
encontramos estudos que relacionem as variantes genéticas rs1800872 -592C>A do
gene IL10 e rs1800469 -509 C>T, C509T ou -1347 C>T do TGFB1 e o perfil de
citocinas em pacientes com DIl na populacao brasileira. Assim, este estudo objetivou

avaliar estas variantes e o perfil de citocinas em pacientes com DII.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as variantes genéticas rs1800872 -592 C>A do gene IL10 e rs1800469
-509 C>T, C509T ou -1347 C>T do TGFBL1 e o perfil de citocinas em pacientes com
DIl e verificar se estes fatores estdo associados com a atividade da doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as concentracdes plasmaticas da IL-10 e do TGF-B1 em pacientes
com DIl e individuos controles;

e Avaliar o gendtipo e distribuicdo alélica da variante IL10 -592C>A (rs1800872)
em pacientes com DIl e individuos controles;

e Avaliar o gendtipo e distribuicdo alélica da variante TGFB1 -509 C>T, C509T
ou -1347 C>T (rs1800469) em pacientes com DIl e individuos controles;

e Avaliar os niveis das citocinas e sua relacdo a presenca/auséncia das
variantes genéticas;

e Verificar se ha associacdo entre 0s niveis de citocinas e a atividade da

doenca.
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4 SUJEITOS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da  Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE
91833018.2.0000.5231), Parecer CEP/UEL n° 2.767.257 (ANEXO A). Os individuos
foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa através de um termo de

consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

4.2 DELINEAMENTO E AMOSTRAGEM

Este € um estudo do tipo caso-controle em que foram selecionados 178
pacientes com DII, sendo 89 DC e 89 RCU, de ambos os sexos e com idade entre
18 a 70 anos, atendidos pelo ambulatério de gastroenterologia do Ambulatorio de
Especialidades do Hospital Universitario (AEHU), no periodo entre julho de 2018 e
junho de 2019. O grupo controle foi composto por 171 individuos, contendo
participantes avaliados em outro projeto de pesquisa, pacientes avaliados em
ambulatorio de Clinica Urolégica em Londrina, além de pacientes atendidos no
Hemocentro Regional de Londrina.

Os critérios de exclusdo em ambos os grupos foram: presenca de outras
doencas autoimunes, doencas cardiovasculares, doenca renal crbnica, cirrose,
doencas infecciosas agudas ou crénicas. Informacdes referentes ao histérico médico
foram obtidas apds a avaliacdo clinica de cada paciente (APENDICE B). Dados do
uso de medicamentos foram obtidos do prontudrio, considerando os medicamentos

em uso na data da coleta.
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4.3 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

O peso corporal foi medido anteriormente a coleta de sangue, usando uma
balanca eletrbnica com acuracia de 0,1 kg, na qual os pacientes usavam roupas
leves e estavam descalcos; altura foi medida com um estadiébmetro de preciséo de
0,1 cm. indice de massa corporal (IMC) foi calculado como peso (kg) dividido pela

altura (m) ao quadrado.

4.4 DIAGNOSTICO DA RCU

O diagnéstico de RCU foi realizado de acordo com a avaliacdo clinica e
combinacdo de investigacbes endoscoépica, histologica e bioquimicas conforme
proposto no terceiro consenso europeu baseado em evidéncias sobre diagndstico e
manejo da colite ulcerativa (MAGRO, et. al., 2017).

A avaliacao clinica foi feita considerando a presenca de sintomas como aumento
da frequéncia e diminuicdo da consisténcia das fezes, presenca de diarreia
mucossanguinolenta, dor abdominal, tenesmo, urgéncia fecal, febre, fadiga e
anorexia; avaliacdo de uso prévio de medicamentos (anti-inflamatérios nao-
esteroidais, antibiéticos), de possivel contato com doencas infecciosas entéricas,
histéria familiar de DC ou RCU e de cancer colorretal. Avaliacdo de presenca de
manifestacdes extra intestinais (reumatologicas, dermatolégicas, oftalmicas, e outras)
(MAGRO et al ; 2017).

Foram avaliados exames laboratoriais como hemograma, eletrolitos, funcao
hepatica e renal, perfil de ferro e provas inflamatérias como PCR e VHS. Exames
fecais como parasitologico de fezes e coproculturas para exclusdo de diarreias
infecciosas (TRAVIS et al., 2003).

4.5 DIAGNOSTICO DA DC

O diagnédstico de DC foi realizado de acordo com a avaliacdo clinica e
combinacdo de investigacdes endoscopica, histoldgica, radiolégica e bioquimicas
conforme proposto no terceiro consenso europeu baseado em evidéncias sobre
diagndstico e manejo da doenca de Crohn (GOMOLLON, et al., 2017).

A avaliacdo clinica e laboratorial foi realizada conforme descrito previamente

no diagndstico da RCU.
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Na analise histopatolégica a inflamacéo crénica (linfécitos e plasmacitos) focal
(descontinua), irregularidade focal de criptas (distor¢cdo de criptas descontinuas) e
granulomas (ndo relacionado a lesdo de criptas) sdo caracteristicas microscopicas
que permitem o diagnostico de DC. As mesmas caracteristicas em adicdo com
irregularidade arquitetural vilosa podem ser utilizadas para as amostras do ileo
terminal (GOMOLLON et al., 2016).

Foi realizada a avaliagdo da extensao e localizacdo da DC no intestino
delgado através de radiografia contrastada de morfologia de intestino delgado ou por
meio de enterografia por tomografia computadorizada.

4.6 EXAMES DE IMAGEM

Foi realizada a videocolonoscopia com ileoscopia ou
videorretosigmoidoscopia (videocolonoscopico EC-250HL5-sistema EPX 2500
Fujinon, Toquio, Japao) dos pacientes para a avaliagdo da atividade endoscopica
das DII, com avaliacdo do aspecto macroscopico das lesGes coldnicas e realizacéo
de biopsias para analise histopatolégica. Foram coletados para a bidpsia no minimo
dois fragmentos em, pelo menos, cinco locais diferentes do célon e reto, incluindo
fragmentos da mucosa de ileo terminal (MOWAT et al., 2011). O preparo prévio foi
feito com manitol 20%, conforme o protocolo de servico do ambulatério de

Gastroenterologia do AEHU.

4.6.1 Analise Histopatologica e Atividade da RCU

Na analise histopatoldgica o diagndstico microscopico da RCU foi baseado na
combinacdo de distorcdo arquitetural e criptas e atrofia mucosa e um infiltrado
inflamatorio transmucoso difuso com plamocitose basal, com inflamacdo ativa
causando criptite e abscessos de criptas (MAGRO et al.; 2017).

Para a atividade endoscopica foi utilizado o Escore endoscopico de Mayo
(FAUSEL et al., 2016), em que classifica-se a gravidade do padrdo macroscopico
das lesbes colbnicas pelo escore de Mayo (0- normal, 1- friabilidade leve, 2-

friabilidade moderada e 3- sangramento espontaneo) (Quadro 4).

Quadro 4: Escore Esdoscépico de Mayo para a Retocolite Ulcerativa

SUBESCORE ENDOSCOPICO DE MAYO
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0=Mucosa normal ou doenga inativa
1=Doenca leve (enantema, diminuicdo do padrao vascular, friabilidade leve)
2=Doenca moderada (enantema evidente, perda do padr&o vascular, friabilidade,
erosodes)

3=Doenca grave (sangramento espontaneo, e ulceracdes)

1
2 MAYO 0: Doenca Inativa; MAYO 1: Atividade Leve; MAYO 2: Atividade Moderada; MAYO 3: Atividade Grave
3  Fonte: FAUSEL et al., 2016
4 4.6.2 Atividade da DC
5 Na avaliacdo da atividade da doenca foi utilizado o indice de atividade da
6 doenca de Crohn (CDAI) para avaliar a atividade clinica (BEST et al., 1976) e para
7 avaliacdo endoscépica de atividade da doenca foi utilizado o escore endoscopico
8 simples para doenca de Crohn (CDEIS) (Quadro 5) (FAUSEL et al., 2016).
9
10 Quadro 5: indice Endoscopico de Gravidade da Doenga de Crohn (CDEIS)
indice de gravidade endoscopica da doenca de Crohn (CDEIS)
fleo Cdlon | Tranverso Célon Reto | Soma
direito esquerdo e
sigmobde
Ulceras profundas
(0 para nenhuma;12
pontos se presente)
Ulceras
superficiais
(0 para nenhuma; 6
pontos se presente)
Superficie
envolvida pela
doenca
(cm)
Superficie
envolvida por
ulceracao
(cm)
TOTAL
A
Numero de segmentos explorados (1 a 5) N
Total B = A/N TOTAL
B
Se presenca de estenose ulcerada em qualquer parte adicionar C
+3

Se presenca de estenose ndo ulcerada em qualquer parte D
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adicionar +3

Total B+C+D= escore CDEIS
<3: REMISSAO; 3-8: ATIVIDADE LEVE; 9-12: ATIVIDADE MODERADA: >12: ATIVIDADE GRAVE

Fonte: MARTEAU; 2013.

4.7 ANALISES LABORATORIAIS

As amostras de sangue foram coletadas apos 12h de jejum. As amostras de
sangue total, soro e plasma foram obtidas. O soro, plasma e buffy coat foram
separados ap0s centrifugacdo de sangue do paciente, obtido em tubo de coleta sem
anticoagulante ou com anticoagulante EDTA, respectivamente, por 15 minutos a
3.000 rpm para separacdo e foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até a
realizacdo dos testes.

Os niveis de proteina C reativa foram determinados por turbidimetria
utilizando o equipamento C 8000 (ABBOTT Laboratory).

Os niveis plasmaticos de citocinas (TGF-B1 e IL-10) foram avaliados
utilizando um sistema de deteccdo baseado em fluorescéncia realizado pela

plataforma luminex MAGPIX® (Luminex Corporation, Austin, Texas, USA).

4.8 VARIANTES GENETICAS

O DNA foi extraido das amostras de sangue periférico utilizando o kit de
extracado Biopur Mini Spin Plus Kit (Biometrix, Curitiba, Parana, Brazil), de acordo
com a instrucdo do fabricante e armazenado a -20°C até o uso. A concentracédo de
DNA foi medida a 260 nm em um espectrofotdometro NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

4.8.1 Variante Genética do IL10 (rs1800872)

Foram utilizados aproximadamente 100 ng de DNA para amplificar a variante
do gene IL10 -592 C>A (rs1800872), utilizando primers sintetizados de acordo com a
sequéncia depositada no GenBank sob o nimero de acesso NG_012088.1. O primer
forward é formado pela sequéncia 5’GTG GAA ACA TGT GCC TGA GA 3 e o
primer reverse é formado pela sequéncia 5’ATG AGG GGG TGG GCT AAA TA 3'.
Apods a amplificacdo de um fragmento de 154 pares de base (pb) do gene da IL10, o
mesmo foi submetido a digestdo com a enzima de restricdo Rsal. Os produtos de

digestdo foram analisados segundo o Polimorfismo do Comprimento dos
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Fragmentos de Resticdo, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) pela eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata.
O alelo A foi definido com fragmentos de 79 e 75 pb, enquanto que o alelo C néo
sofre clivagem permanecendo com 154 pb (CAPASSO, et. al., 2007).

Figura 6: Gel em acrilamida 10% da digestdo com a enzima de restricdo Rsal,
corado com nitrato de prata, apds a amplificacdo de um fragmento de 154 pares de
base do gene IL10

<— 154 pb

+— 79pb
<+—
75 pb

pb: pares de base; L: Ladder 50 pb; A: fragmentos de 79pb e 75 pb; C: fragmento de 154 pb; pb:
pares de base

Fonte: o proprio autor

4.8.2 Variante Genética do TGFB1 (rs1800469)

A variante -509 C>T, C509T ou -1347 C>T (rs1800469) do gene TGFBL1 foi
avaliada por reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) qualitativa (qPCR) pelo método
de TagMan®. Foi utilizado um ensaio validado (C__ 8708473 10, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA) com primers especificos e sondas fluorescentes
para determinacdo dos possiveis genétipos ([VIC/FAM] GAG GAG GGG GCA ACA
GGA CAC CTG A[A/G]G GAT GGA AGG GTC AGG AGG CAG ACA). Os niveis de
fluorescéncia dos produtos de PCR foram avaliados pelo termociclador StepOne
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado. Os
dados foram expressos em numero absoluto e porcentagem (%). Para verificar a
distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para
avaliar a homogeneidade de variancia foi utilizado o teste de Levene. Os dados que
nado demonstraram distribuicdo normal ou homogeneidade de variancias foram
transformados em logaritimo natural (Ln) e testados novamente para normalidade.
Dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Mann Whitney. Os dados
foram expressos em mediana e percentis (25-75%). As variaveis que apresentaram
p<0,10 na analise univariada foram incluidas no modelo de regresséo logistica
multipla. A andlise de regresséo logistica binaria foi realizada para avaliar o efeito
das variantes genéticas no grupo de estudo e foram determinados odds ratio (OR) e
intervalo de confianga (IC) de 95%. A associagdo entre a variante genética de IL10 e
TGFB1 foram analisadas em modelos diferentes: alélico, dominante, codominante e
recessivo. A distribuicdo das variantes de TGFB1 e IL10 entre DIl foram avaliadas
pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para os grupos DIl, RCU, DC e controles.
Para todos os testes estatisticos, foi considerado o nivel de significancia de p< 0,05.
As analises foram realizadas utilizando o programa estatistico SPSS versdo 20.0
para windows (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS
Os resultados desta dissertacdo foram apresentados e discutidos no artigo
cientifico intitulado “IL10 (rs1800872) and TGFB1 (rs1800469) genetic variants in

Patients With Inflammatory Bowel Disease”.
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5.1 ARTIGO

Title: “IL10 (rs1800872) and TGFB1 (rs1800469) genetic variants in Patients With

Inflammatory Bowel Disease”

Abstract

Objective: To evaluate the association between Inflammatory Bowel Disease (IBD),
Ulcerative Colitis (UC) and Crohn Disease (CD) and the TGFB1 -509 C>T
(rs1800469) and IL10 -592 C>A (rs1800872) gene variants and to examine the
association between these ,variances and the cytokines levels present in IBD, as well
as to verify the association with disease activity. Subjects and Methods: The study
included 178 IBD patients, 89 with UC and with 89 CD and 171 healthy control
individuals. Results: DIl did not differ in age, sex, ethnicity and BMI between patients
and controls (p> 0.05). IL-10 and TGF-B1 levels increased significantly in IBD
compared to the control group (p <0.001). The IL10 -592 C>A variant (rs1800872)
was not associated with patients with IBD, UC or CD. TGFB1 -509 C> T (rs1800469)
did not show significant difference in IBD, UC and CD in patients when compared to
controls in the allelic model (p = 0.418; p = 0.653; p = 0.381, respectively). Plasma
levels of IL-10 and TGF-B1 did not differ between patients with UC (p = 0.553; p =
0.510, respectively) in relation to disease remission assessed by the total MAYO
score. There was no association between the total MAYO score and IL10 -592 C> A,
and in the TGFB1 -509 C>T genotype model. Regarding patients with CD, IL-10
levels were higher in patients with CDEIS> 8 when compared to CDEIS <8 (p =
0.046). TGF-B1 levels did not differ between groups in relation to CDEIS (p = 0.362).
The genetic variant of IL10 and TGFB1 showed no significant difference in CD
patients compared to CDEIS in any genotype model. Conclusion: IBD patients
shows higher levels of IL-10 and TGF-B17, both in CD and UC, when compared to
controls. The genotype IL10 CC of the variant -592 C>A and genotype TGFB1 TT of
the variant -509 C>T were associated to higher plasmatic levels of TGF-B1.
Regarding the disease activity, plasma levels of IL-10 were associated with a CDEIS

score greater than 8 on the CD.
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Key Words: Crohn’s Disease, Ulcerative Colitis, IL-10 -592 C>A, TGFB1 -509 C>T,
Polymorphism

INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic immunomediated disease
affecting the gastrointestinal tract. IBD consists of two subtypes: ulcerative colitis (UC)
and Crohn’s disease (CD) (GLASSNER et al., 2019).

UC usually involves the rectum and can affect part or the entire colon in a
continuous pattern. In contrast, CD involves the terminal ileum, cecum, perianal area,
and colon, but it can affect any region of the intestine in a discontinuous pattern. CD
exhibits histologically a thickened submucosa, transmural inflammation, fissuring
ulceration, and granulomas, whereas the inflammation in UC is limited to the mucosa
and submucosa with cryptitis and crypt abscesses (QINGDONG; 2019).

IBD is thought to develop as a result of interactions between environmental,
microbial, and immune-mediated factors in a genetically susceptible host. Although
the cause of IBD remains unknown, considerable progress has been made in recent
years to unravel the pathogenesis of this disease (GLASSNER et al., 2019).

As a result of an inappropriate activation, the mucosal immune system
becomes compromised and inflammatory reactions are initiated, involving many cells
and mediators of immunity. Cytokines, chemokines, and growth factors (which are
soluble signaling molecules of the immune system) play important roles in the
pathophysiology of IBD (SANCHEZ-MUNOZ; DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-
FURUSHO; 2008; STROBER; FUSS; 2011).

Overall, anti-inflammatory cytokines that play a role in IBD include IL-10 and
TGF-B1. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine that inhibits both antigen presentation
and subsequent release of proinflammatory cytokines, thereby attenuating mucosal
inflammation. Similarly, TGF-B1 is an inhibitory cytokine recognized as a key
regulator of immunological homeostasis and inflammatory responses. Evidences
suggest that TGF-B1 can act in concert with epidermal, insulin-like, fibroblast growth
factors, as well as vascular endothelial growth factor (VEGF) to protect host tissue
from luminal challenges and facilitate repair of mucosal injury in IBD (SANCHEZ-
MUNOZ; DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-FURUSHO; 2008).
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Differences in TGF-B1 production have been linked to variants in gene
promoter regions (AWAD et al. 1998; GRAINGER et al. 1999; TAGORE et al. 1999;
KOSS et al, 2000; WANG et al. 2011).

Individual differences in cytokine synthesis could explain the susceptibility to
IBD and its phenotypic heterogeneity. Studies about the influence of TGFB1 and IL10
genetic variances on the IBD pathogenesis have been published with controversial
results (BANK et. al., 2014; GIUFFRIDA et. al., 2019; KOELINK et. al., 2019; ZHU et
al., 2013). However, until now, there is no study that assessed TGFB1 -509 C>T
variant in IBD and few studies evaluated IL10 -592 C>A genetic variant in this
disease.

Therefore, the aim of this study was to analyze the association between IBD,
UC and CD and the TGFB1 -509 C>T and IL10 -592 C>A variants and to examine
the association between these variants and cytokines present in IBD in a mixed-race

population.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

The study included 178 IBD patients, 89 with UC and 89 with CD, of both
sexes aged between 18 and 70 years old, consecutively recruited from the
Gastroenterology Outpatient of the State University of Londrina, Londrina, Parana,
South Brazil. The diagnosis was established according to clinical evaluation and
combination of endoscopic, histological, radiological and biochemical investigations
as proposed in the 3rd European Evidence-based Consensus on the Diagnosis and
Management of UC (MAGRO et al., 2017) and CD (GOMOLLON et al., 2017). As
controls, 171 healthy individuals were selected among blood donors of the Regional
Blood Bank of Londrina and individuals recruited at the urology outpatient clinic, from
the same geographic region of the IBD patients.

Demographic, epidemiological and anthropometric data (for patients and
controls), as well as clinical history, symptoms, and the treatment before the inclusion
in this study (for patients) were obtained using a standard questionnaire at the
individuals admission. Briefly, body mass index (BMI) was calculated as weight (kg)
divided by height (m) squared and the ethnicity was self-reported as Caucasian and
non-Caucasian (IBGE, 2011; SUAREZ-KURTZ et al., 2012).
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This study was conducted after approval by the Institutional Research Ethics
Committee of the University of Londrina, Parana, Brazil (CAAE:
91833018.2.0000.5231) and all the invited individuals were informed in detail about

the research and gave written informed consent.

Clinical and endoscopic examinations

Clinical activity in UC patients was evaluated by Partial Mayo Index Score:
remission (<2), mild (2-4), moderate (5-7), and severe (>7) activity (FAUSEL,;
KORNBLUTH; DUBINSKI, 2016). In CD patients, clinical activity was assessed by
Crohn's Disease Activity Index (CDAI) and the results were classified according to
the activity status: remission (<150), mild (151-219), moderate (220-450), and severe
or very severe activity (>450) (BEST et al., 1976).

The colonoscopies were performed by an experienced gastroenterologist with
Fujifilm endoscope (EC-250HL5-system EPX 2500 Fujinon, Minato-Ku, Tokyo, Japan)
and immediately after the procedure, the findings were graded according to both
Mayo endoscopic score for UC and Crohn’s disease endoscopic index of severity
(CDEIS) for CD. The inflammatory severity within the intestine determined by Mayo
was classified in remission (0), mild (1), moderate (2), and severe activity (3)
(FAUSEL; KORNBLUTH; DUBINSKI, 2016) and, according to CDEIS values, as
remission (<3), mild (3-8), moderate (9-12), and severe activity (>12) (MARY;
MODIGLIANI, 1989). Based on their MAYO and CDEIS values, patients were divided
into two groups of endoscopic activity: remission/mild (MAYO <1 or CDEIS <8) and
moderate/severe (MAYO >1 and CDEIS >8) for statistical analysis (GOMOLLON et
al., 2017).

Blood collection, IL10 and TGFB1 genetic variants genotyping

After fasting for 12 h, venous blood samples were obtained with anticoagulant
ethylene diaminetetracetic acid (EDTA), centrifuged at 3000 rpm for 15 min; further,
buffy-coat was separated, divided into aliquots and stored at —80 °C until use.

One single nucleotide variant in the promoter region of the IL10 gene located
on chromosome 1 was genotyped: -592 A>C (rs1800872) at position 206773062 and
one single nucleotide variant in the regulatoy region of the TGFB1 gene located on
chromosome 19 was genotyped: -509 C>T or -1347 C>T (rs1800469) at position
41354391 according to the international single nucleotide polymorphism database

(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Genomic DNA was extracted from peripheral
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blood cells using the Biopur Mini Spin Plus Kit extraction kit (Biometrix, Curitiba,
Parand, Brazil), according to the manufacturer's instructions and stored at -20°C until
use. DNA concentration was measured at 260 nm using a NanoDrop 2000c™
spectrophotometer (ThermoScientific, Waltman, MA, USA) at 260nm. To genotype
the IL10 -592 A>C variant approximately 100 ng of DNA was used in the PCR, using
primers synthesized according to the sequence deposited in the GenBank under the
accession number NG_012088.1. The forward primer is formed by the sequence
5" GTG GAA ACA TGT GCC TGA GA 3 and the reverse primer is by the sequence
5 ATG AGG GGG TGG GCT AAA TA 3'. After the amplification of a 154 bp fragment
of the IL10 gene, it was submitted to digestion with the restriction enzyme Rsal. The
digestion products were analyzed according to Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) by electrophoreses in 10% polyacrylamide gel silver nitrate
stained. The A allele was defined with fragments of 79 and 75 bp, while the C allele
does not undergo cleavage remaining at 154 bp (CAPASSO, et. al., 2007). The -509
C>T TGFB1 variant was genotyped by TagMan allelic discrimination assay on real-
time polymerase chain reaction (qQPCR) system (StepOne, Applied Biosystems by
Life Techonologies, Carlsbad, CA, USA) and performed using 0.5 yL TagMan SNP
Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) containing two
sequence-specific primes and two allele-specific TagMan® MGB probes with a
reporter dye at its 5’ end (VIC® or FAM™), 5 uL TagMan Universal Genotyping Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and 5 ng of genomic DNA.

Cytokine plasma levels

Plasma levels of TGF-B1 e IL-10 were evaluated using a fluorescence-based
detection system performed by the luminex MAGPIX® platform (Luminex Corporation,
Austin, Texas, USA).

Statistical Analysis

Analysis of contingency tables (qui square test) was employed to check the
associations between categorical variables and diagnostic groups. We assessed the
differences in continuous variables between groups using the Mann-Whitney test.
Categorical variables were expressed as absolute number (n) and percentage (%)
and continuous variables were expressed as median and interquartile range 25%-
75% (IQR). The association between the genetic variant of IL10 and TFGB1 was
analyzed in allelic, dominant, codominant, and recessive models. Binary or

multinomial logistic regression analysis was performed to assess the effect of the
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genetic variants in the study group and related odds ratio (OR) and 95% confidence
interval (Cl) were determined. The distribution of TGFB1 and IL10 variants among
CD and UC patients was evaluated according to the HWE in IBD, UC, CD and control
groups. For all statistical tests p<0.05 was considered for significance level.
Statistical analyses were performed using IBM SPSS windows version 20 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

There were 110 female patients (61.8%) and 68 male (38.2%) IBD patients;
129 (74.1%) were caucasian and 55 (30.9%) were non-caucasian individuals. The
median age (IQR) of IBD patients was 47 years (33 — 56), and the median (IQR) BMI
of IBD was 26.30 (22.7-29.1) kg/m? (Table 1). The comparison of median age, sex,
ethnicity and BMI between IBD patients and healthy controls was not significant
(Table2).

Clinical and endoscopic characteristics of patients with IBD are shown in Table
1. According to endoscopic activity evaluated by MAYO in UC patients (n=89), 34
(38.2%) were in remission, 18 (20.2%) presented mild, 26 (29.2%) moderate, and 11
(12.4%) severe endoscopic activity. The median of the Partial Mayo Index Score was
1 (IQR 0 — 2) and 53 (59.6%) UC patients were in remission, 32 (36.0%) had mild, 3
(3.4%) moderate, and 1 (1.1%) severe clinical activity. The median of endoscopic
activity score evaluated by CDEIS in CD patients (n=89) was 2 (IQR 1 — 6) and most
of the patients, 52 (58.4%), were in remission, while 21 (23.6%) had mild, 7 (7.9%)
moderate, and 9 (10.1%) severe activity. According to the clinical disease activity, the
median of CDAI was 140.2 (IQR 120 — 170.2) and 55 (61.8%) were in remission, 33
(37.1%) had mild activity, 1 (1.1%) moderate, and none of the CD patients had
severe or very severe clinical activity (CDAI >450).

Regarding the treatment, 92 (52.6%) IBD patients used aminosalicylates
(mesalazine and sulfasalazine), 22 (12.5%) corticosteroids, 66 (37.5%) TNF-a
inhibitors, and 89 (50.6%) other immune suppressors (azathioprine and
methotrexate).

Comparison of cytokines in plasma of IBD patients and controls

The cytokine concentration in plasma is presented in Table 2. The levels of IL-

10 and TGF-B1 were significantly increased in the IBD group compared to the control
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group (p<0.001). When we analyze according to disease, it was found that IL-10 was
increased in both UC (p<0.001) and CD (p<0.001), and TGF-B1 was expressed at
significantly higher levels UC (p<0.001) and CD (p<0.001) patients.

Single nucleotide variations in IL10 and TGFB1 genes

Table 3 shows the allelic and genotype frequency of IL10 -592 C>A and
TGFB1 -509 C>T genetic variants. Associations were tested in four different models:
the allelic, codominant (heterozygotes or variant homozygotes versus major allele
homozygotes), dominant (heterozygotes and variant homozygotes versus major
allele homozygotes), and recessive model (variant homozygotes versus major allele
homozygotes and heterozygotes).

The IL10 -592 C>A variant was not associated with IBD, UC or CD patients. In
the allelic, the presence of C allele was not associated with IBD (p=0.890), UC
(p=0.408), and CD (p=0.555). Moreover, in codominant model, the results
demonstrated that the frequency of the CC, CA and AA genotypes did not differ
between IBD patients and controls. There was no association regarding genotypes
from dominant and recessive model in patients with IBD (Table 3).

The TGFB1 -509 C>T did not show any significative difference in IBD, UC and
CD and patients when compared to controls in allelic model (p=0.418; p=0.653;
p=0.381, respectively). There was also no significant difference among codominant

model, dominant model or recessive model in IBD in relation to controls (Table 3).

IL10 and TGFB1 genetic variant and cytokines

Table 4 shows the cytokines in relation to IL10 -592 C>A among Brazilian
patients with IBD, divided in UC and CD and controls. We found a trend of
association between dominant model and TGF-B1 (p=0.066) in IBD patients. When
we analyzed according to disease, it shows an association between the TGF-1 and
dominant models in UC patients was observed. However, this association was not
found in CD patients (p=0.156). There was no association between IL-10 levels and
IL10 -592 C>A in both dominant or recessive models in IBD patients when compared
to controls. The cytokines levels were measured in relation to TGFB1 -509 C>T
variant among Brazilian patients with IBD, divided in UC and CD and controls. We
showed that there was a significant difference between TGF-B1 in recessive model in
patients with UC (OR 0.999, 95% CI: 0.998-1.000, p= 0.021) but not in dominant
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model (p=0.352). This association was not found in CD patients in recessive model
(p=0.137), neither in dominant model (p=0.606). We found no significant association
between the IL10 and TGFB1 in dominant (p=0.826, p=0.642, respectively) and
recessive model (p=0.815, p=0.075, respectively) for patients with IBD. Besides that,
there was no association between IL-10 and dominant or recessive model when we

divided according to disease.

IL10 and TGFB1 genetic variant, cytokines and disease activity

Table 5 shows plasma levels of IL-10, TGF- and SNVs of IL10 -592 C>A and
TGFB1 -509 C>T in relation to disease activity, both UC patients according to MAYO
total score and for CD patients expressed by CDEIS.

The plasma levels of IL-10 and TGF-B1 did not differ between UC patients
(p=0.553; p=0.510, respectively) in relation to disease remission evaluated by MAYO
total score. And there was no association between MAYO total score and IL10 -592
C>A in codominant, dominant or recessive model in UC patients. These data were
adjusted by BMI.

Regarding CD patients, the levels of IL-10 were higher in patients with
CDEIS >8 when compared to CDEIS <8 (p=0.046), independently of age. However,
levels of TGF-B1 did not differ between groups in relation to CDEIS (p=0.362). The
genetic variants of IL10 and TGFB1 did not show significant differences in CD
patients in relation to CDEIS in any of the genotype model. These data were adjusted

by age.

DISCUSSION

In this study, we analyzed the effect of SNVs in IL10 and TGFB1 genes in
modifying the susceptibility for IBD, both in UC and in CD patients and the influence
of these in IL-10 and TGF-B1 cytokine plasma levels. Besides that, we evaluated the
profile of IL-10 and TGF-B1 in IBD patients, divided according to UC and CD. The
main findings of the present study are that the TGF-B1 levels are associated with
IL10 -592 C>A variant in dominant model and with TGFB1 -509 C>T variant in

recessive model in UC patients.
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In the present study we investigated the plasma concentration of IL-10 and
TGF-B1 by applying a high sensitivity fluorescence-based detection system. The
selected cytokines have been shown to have pathophysiological associations in both
experimental models and human IBD (SANCHEZ-MUNOZ; DOMINGUEZ-LOPEZ;
YAMAMOTO-FURUSHO, 2008).

IL-10 is a Th2 cytokine with marked anti-inflammatory effects (it inhibits
macrophage and lymphocyte function while decreasing the production of several
proinflammatory cytokines and nitric oxide) therefore, its overexpression in IBD
patients might seem paradoxical. The most accepted hypothesis argues that
although the biological activity of IL-10 is intact, its overexpression is not sufficient to
counteract the proinflammatory mechanisms (RODRIGUEZ-PERALVAREZ, et al.,
2012). On the other hand, high levels of IL-10 have been described and may play a
role in the pathogenesis of IBD (KUCHARZIK et. al, 1995). Similarly, there is a high
expression of TGF-B1 in IBD patients. The TGF-B1 is an inhibitory cytokine
recognized as a key regulator of immunological homeostasis and inflammatory
responses. Some studies performed in mucosa of IBD patients have reported that
TGF-B1 expression was elevated in active IBD patients, especially in lamina propria
lymphocytes (MCCABE, et al. 1993; BABYATSKY; ROSSITER; PODOLSKY, 1996;
DELL ZOTTO, 2003) in the intestinal mucosa overlying structures in CD patients (DI
SABATINO et al.,2008) and in structured intestinal muscle obtained from surgically
resected ilea of CD patients (LI et al, 2013). Serum TGF-B1 levels in IBD patients
have also been evaluated by Sambuelli et al. (2000), which reported that the serum
TGF-B1 levels was higher in active UC patients compared to healthy controls, and
Kiernan et al. (2019), showed that TGF-B1 was also increased in patients with CD
but not UC. Therefore, TGF-B1 levels are increased in IBD tissues, but this may not
be sufficient to counteract the ongoing inflammation (IHARA; HIRATA; KOIKE, 2017).

In relation to disease susceptibility, the results of this study do not support that
IBD, CD or UC susceptibility are related to the specific variants of the cytokine genes
evaluated. The allelic and genotype frequencies of IL10 -592 C>A or TGFB1 -509C >
T were not significantly different among all IBD patients, CD or UC patients compared
to controls. These data are supported by other studies, which found no association
between I1L10 -592 C>A gene variants, and CD or UC susceptibility (KLEIN et al,
2000; KIM et al 2003; CANTOR et al 2005; HONG, et al 2008; WANG et al 2011,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-Per%C3%A1lvarez%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22238172
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ALMEIDA et al 2013; BANK et. al., 2014). These findings can be explained for the
existence of other genetic variations (LOPEZ-HERNANDEZ et. al., 2014).

Other studies, however, provide conflicting results. Garcia-Gonzalez and
collaborators (2000) identified that individuals homozygous for IL10 -592 C>A
genotypes show significantly lower occurrence of IBD in Mexican population than
those other genotypes. Lin and collaborators (2017) studied IL10 association with
adult IBD and healthy controls from Pennsylvania and results indicated that IL10
SNVs rs1800872 and rs3024498 are significantly associated with IBD in adult but not
in pediatric patients.

The possible explanations to account for these discrepant results include
differing sample sizes, ethnicities, and methodologies. However, another variable,
perhaps the most important to consider is disease heterogeneity. Many of our
patients are non caucasians. Furthermore, most are in the remission of the disease.

The effect of the IL10 =592 C>A variant on IBD has been documented in some
studies, whereas only a limited number of studies have investigated associations with
the TGFB -509 C>T variants.

Until the present data, there are no study that evaluated the association
between TGFB1 -509 C>T and susceptibility of IBD, in UC or CD patients. A Brazilian
study showed that the TGFB1 gene variants may be associated to the development
of CD, but they didn’t evaluate the TGFB1 -509 C>T variant (ALMEIDA et al, 2013).
Some studies just suggested this variant might contribute to a decreased risk on
colorectal cancer susceptibility (LIU et. al., 2012), or just association with colon
cancer (SLATTERY et al. 2011), or yet association (JIN et al., 2008) or no significant
difference in esophageal squamous cell carcinoma (WEI et. al. 2007).

In relation to association between cytokines concentration and genetic variants,
we did not found significant difference between IL10 -592 C>A and TGFB1 -509 C>T
and plasma levels of IL-10 in IBD, UC or CD patients. Few studies evaluated the
association between IL-10 and TGF-B1 plasma levels in these variants (ALMEIDA et.
al., 2013; DARYANI et al.,2017). Koss and collaborators (2000), also did not find
association between plasma levels of IL-10 and IL10 -592 C>A in IBD patients.
However, Wang and collaborators (2011) observed that the T allele of IL10 -592 C>A
were associated with increased IL-10 serum levels in CD patients.

Other factor to be considered is that the necessity of functional IL-10 receptor

signaling for immune homeostasis. Variants in genes encoding the IL-10 and IL-10
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receptor are related to cause early-onset IBD. Besides that, conformational changes
of the ligand binding IL-10 receptor 1 takes place due to the formation of the complex
between the cytokine and receptor. Different pathways and functions can be
activated upon the engagement of IL-10 and its receptor (SOUKOU, et. al., 2018).

Furthermore, we found an association between the levels of TGF-1 and C
allele carriers in IL10 -592 C>A in UC patients, but not with IBD and CD patients.
Moreover, the levels of TGF-B1 are associated to T allele carriers in TGFB1 -509
C>T in UC, but not in IBD or CD patients.

Some studies showed that individuals who present TT genotype in TGFB1 -
509 C>T show increased gene expression of TGF-B1 in comparison to CC genotype
individuals. Furthermore, T allele carriers have almost double plasma levels in
comparison to C allele carriers, in a dose-response relationship. Corroborating with
these findings, in vitro studies using TGF-B1 promoter-luciferase reporter plasmids
demonstrated that the T allele increases relative luciferase, compared to the C allele.
Taken together, this data supports an influence of -509 C>T SNP on TGFB1 gene
expression and hence plasma levels. Changes in the nucleotide binding sequence of
transcription factors may be responsible for differential TGFB1 gene expression
associated with -509 C>T SNV (CEBINELLI et al.; 2016).

As hypothesized by Shah and collaborators (2006), increased TGFB-1 levels
might result from T allele because of the loss of negative regulation. In their results it
was shown that Activator protein 1 (AP1) is only recruited when C allele is encoded
at the -509 position, and this recruitment causes the reduction in luciferase activity. In
addition, the transcription factor hypoxia-inducible factor 1A binds a site surrounding
the -509 position, and competes with AP1 when the C allele is present. Therefore,
our study is the first to evaluate plasma levels of TGF-B1 in TGFB1 -509 C>T in IBD.

The present study was not able to replicate the findings previously cited. We
showed that the presence of T allele in TGFB1 -509 C>T decrease TGF-31 levels in
UC patients. The reason for the conflicting results from the different studies is unclear,
but possible explanations include differences in experimental conditions and cell
types and population differences and/or environmental factors that interact with these
SNPs. Besides that, Jostins and contributors (2012) showed that 70% of the IBD loci
are shared with other complex diseases. In this case others SNVs can be involved in

the cytokine expression.
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We found that the plasma levels of IL-10 and TGF-B1 are higher in IBD
patients, both UC and CD when compared to controls. However, previous studies
also find higher IL-10 plasma levels in UC than controls (SZKARADKIEWICZ et al.,
2009; RODRIGUEZ-PERLVAREZ et al 2012; KOROLKOVA et al., 2015; KIERNAN
et al. 2019) but not observed in CD patients (SZKARADKIEWICZ et al., 2009;
KOROLKOVA et al, 2015, KIERNAN et al. 2019). Rodriguez-Perlvarez and
collaborators (2012) showed that patients with moderate or severe clinical activity
had significantly higher levels of IL-10 than those with inactivity or mild disease. IL-10
is an anti-inflammatory cytokine produced by Treg, macrophages M2 and other cells
to modulate the inflammatory autoimmune responses (WAN; FLAVELL, 2007). IL-10
acts directly on Treg cells to maintain Forkhead box protein P3 (FoxP3) expression
and suppressive capacity (MURAI et al. 2009), as well as on antigen-presenting cells
(FIORENTINO et al., 1991). Moreover, infliximab treatment could increase TGF-31
and IL-10 serum levels in CD patients (DI SABATINO et al., 2010). In the present
study, 37.5% of CD patients used TNF inhibitors. Thus, our data suggested that
elevated TGF-B1 and IL-10 plasma levels could be related to inflammation activity
and therapy response, and represent compensatory mechanisms involved in
mucosal healing. We suggest that the mechanism of negative feedback plays a role
on this regulation. Besides that, IL-10 and TGF-B1 contribute to the pathogenesis of
IBD, decreasing the inflammatory process by down-regulating pro-inflammatory
cytokine production (MUZES et. al., 2012)

Regarding to disease activity two studies reported the association between
cytokines and MAYO for UC patients and CDEIS for CD patients (FENG et. al, 2014;
LIJUCA et. al, 2010). In agreement with our results, Feng et al 2014 analyzed the
correlation between the cytokine’s levels and disease’s activity of UC patients and
showed that there is no direct correlation between IL-10 and TFG-B1 and the MAYO
score. In 2010, Lijuca and collaborators investigated the relationship between serum
cytokines and endoscopic activity of CD using CDEIS as a gold standard. They
showed that IL-10 levels are excellent predictors of endoscopic activity in CD
patients, and were correlated nonlinearly (power function). IL-10 models had high
adjusted R2 values demonstrating diagnostic accuracy for detecting patients with
CDEIS.

This is the first study, to our knowledge, that evaluated the IBD disease activity
and genetic variants of IL10 -592 C>A and TGFB1 -509 C>T. However, we did not
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find significant difference between disease activity in UC or CD patients
characterized by MAYO and CDEIS, respectively, and SNVs of IL10 -592 C>A and
TGFB1 -509 C>T.

Some limitations of this study should be considered. This is a case—control
design, which does not allow inferences on causal relationship. The second limitation
is the small number of participants in each group (UC and CD) what could explain
some contradictory results in relation to other studies, although, to our knowledge,
this is the first study to investigate the relationship between TGFB1 -509 C>T and
TGF-B1 levels in IBD patients. However, our study has some strong points, such as
the statistical analysis of the data was performed with data controlled by sex, age,
ethnicity and BMI, these confounding variables could impair the interpretation of the
data obtained, and correlate clinical aspects with levels of cytokines and
polymorphism.

In conclusion, our results demonstrated that the IL-10 and TGF-B1 are higher
in IBD patients (both UC and CD) when compared to controls. Besides that, the 1L10
CC genotype of -592 C>A was associated with high plasma levels of TGF-B1 and
that TGFB1 TT genotype -509 C>T was associated with lower levels of TGF-B1 in
UC patients. In view of the genetic variants already described, we can see the
complexity between the pathophysiology of IBD. Further studies are needed to clarify
the mechanisms involved so that new strategies can be developed, especially when
with TNF-a inhibitors is not effective. The discovery of new genetic variants, as well
as new therapeutic targets, can personalize the treatment for patients affected with

these diseases.
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Table 1 - Clinical and endoscopic parameter of patients with inflammatory bowel

disease

Characteristics

Patients with IBD

(n=178)
Sex (female/male)/ratio 110 (61.8)/ 68 (38.2)/1,6
Age (year) 47 (33-56)
BMI (kg/m?) 26.29 (22.7-29.1)

Ethnicity (Caucasian/non Caucasian)
MetS (No/Yes)
Treatment
Aminosalicylates (No/Yes)
Corticosteroids (No/Yes)
Others immune suppressors (No/Yes)
TNF-a inhibitor

Ulcerative Colitis (UC)
Partial MAYO Index Score
Remission (<2)
Mild (2-4)
Moderate (5-7)
Severe (>7)
Mayo Endoscopic Score
Remisson (0)
Mild (1)
Moderate (2)
Severe (3)

Crohn’s Disease
Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)
Remission (<150)
Mild (151-219)
Moderate (220-450)
Severe (>450)

Crohn’s disease endoscopic index of severity (CDEIS)

Remission (<3)
Mild (3-8)
Moderate (9-12)
Severe (>12)

123 (69.1) / 55 (30.9)
129 (74.1) / 45 (25.9)

83 (47.4) 1 92 (52.6)
154 (87.5) / 22 (12.5)
87 (49.4) / 89 (50.6)
110 (62.5) / 66 (37.5)

89 (50.0)

53 (59.5)
32 (36.0)
3 (3.4)
1(1.1)

34 (38.2)
18 (20.2)
26 (29.2)
11 (12.4)

89 (50.0)

55 (61.8)
33 (37.1)
1(1.1)
0 (0.0)

52 (58.4)
21 (23.6)
7(7.9)

9 (10.1)

Data were expressed as median and IQR (25-75%) and the categorical were expressed by absolute number (%).

IBD: Inflammatory bowel disease
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Table 2 - Demographic and clinical characteristics of patients with inflammatory bowel diseases and healthy controls

Characteristics HC (n=171) IBD (n=178) UC (n=89) CD (n=89) HCxIBD HCxUC HCxCD
p value p value pvalue

Age (year) (25-75) 44 (40-51) 47 (33-56) 48 (36-56) 47 (31-56) 0.275 0.210 0.593
Sex (FIM) (%) 95 (55.6) / 76 (44.4) 110 (61.8) / 68 (38.2) 60 (67.4) / 29 (32.6) 50 (56.2) / 39 (43.8) 0.236 0.064 0.923
Ethnicity (C/NC) (%) 132 (77.2) / 39 (22.8) 123 (69.1) / 55 (30.9) 61 (68.5) / 28 (31.5) 62 (69.7) / 27 (30.3) 0.088 0.130 0.186
BMI (kg/m2) (25-75%) 25.8 (23.8-29.1) 26.3 (22.7-29.1) 26.6 (22.9-28.5) 26.2 (22.6-29.6) 0.518 0.725 0.860
IL-10 (pg/mL) 0.1 (0.1-0.8) 0.3 (0.2-0.7) 0.346 (0.2-0.7) 0.314 (0.2-0.6) <0.001  <0.001  <0.001
TGF-B1 (pg/mL) 720.3 (301.1-1533.0) 1440.2 (1116.0-1720.4) 1432.7 (1076.1-1722.1) 1451.2 (1196.0- 1696.1) <0.001  <0.001  <0.001

Qui-Square Test. Data are expressed as absolute number (%). Test t of student. Data are expressed as mean (+SD). Mann Whitney Test. Data are expressed as median (25% 75%). F: female; M:
male; C: Caucasian; NC: not Caucasian; IL-10: interleukin-10; TGF-B1: transforming growth factor beta; HC: healthy controls; IBD: Inflammatory bowel disease; UC: ulcerative colitis; CD: Crohn’s
Disease; BMI: Body mass index.
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Table 3 - IL10 and TGFB1 genotype and allele distribution among Brazilian patients with inflammatory bowel disease (IBD), divided

in ulcerative colitis and Crohn’s disease and healthy controls

Model HC (n =171) IBD (n=178) UC (n=89) CD (n=89) HC x IBD HC x UC HC x CD
ode
p value p value p value
IL10
rs1800872 Allelic
-592C>A
C 226 (66.1) 237 (66.6) 124 (69.7) 113 (63.5) - - -
A 116 (33.9) 119 (33.4) 54 (30.3) 65 (36.5) 0.890 0.408 0.555
Codominant
ccC 78 (45.6) 77 (43.3) 43 (48.3) 34 (38.2) - - -
CA 70 (40.9) 83 (46.6) 38 (42.7) 45 (50.6) 0.422 0.956 0.166
AA 23 (13.5) 18 (10.1) 8(9.0) 10 (11.2) 0.511 0.309 0.995
Dominant
CcC 78 (45.6) 77 (43.3) 43 (48.3) 34 (38.2) - - -
CA+AA 93 (54.4) 101 (56.7) 46 (51.7) 55 (61.8) 0.658 0.679 0.253
Recessive
CC+CA 148 (86.5) 160 (89.9) 81 (91.0) 79 (88.8) - - -
AA 23 (13.5) 18 (10.1) 8(9.0) 10 (11.2) 0.334 0.295 0.611
TGFB1 .
rs1800469 Allelic
-509 C>T, C509T - - -
or C 218 (63.7) 236 (66.7) 117 (65.7) 119 (67.6)
-1347 C>T
T 124 (36.3) 118 (33.3) 61 (34.3) 57 (32.4) 0.418 0.653 0.381
Codominant
cc 69 (40.4) 81 (45.8) 42 (47.2) 39 (44.3) - - -
CT 80 (46.8) 74 (41.8) 33(37.1) 41 (46.6) 0.300 0.172 0.724
TT 22(12.9) 22 (12.4) 14 (15.7) 8(9.1) 0.640 0.910 0.336
Dominant
cc 69 (40.4) 81 (45.8) 42 (47.2) 39 (44.3) - - -
CT+TT 102 (59.6) 96 (54.2) 47 (52.8) 49 (55.7) 0.308 0.291 0.540
Recessive
cc+CT 149 (87.1) 155 (87.6) 75 (84.3) 80 (90.9) - - -
TT 22(12.9) 22 (12.4) 14 (15.7) 8(9.1) 0.903 0.526 0.371

The genotyping was sucessful in: 178 cases and 171 controls for IL-10. Bold values represent statistically significant values. Paired by age, sex, ethnicity, and body mass index. HC:
disease; UC: ulcerative colitis; CD: Crohn’s Disease. The values were expressed as absolute number and percentage (%).

healthy controls; IBD:

Inflammatory bowel
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Table 4 — Cytokine plasma levels in relation to IL10 -592 C>A and to TGFB1 -509 C>T in the dominant and recessive models for

patients with inflammatory bowel disease, divided in ulcerative colitis and Crohn’s disease and healthy controls

IL10 -592 C>A
Characteristic IBD p value IBD p value
CC (n=77) CA+AA (n=101) CC+CA (n=160) AA (n=18)

IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.6) 0.2 (0.1-0.8) 0.751 0.2 (0.1-0.6) 0.3(0.1-1.7) 0.342
TGF-B1 (pg/mL) 1344.0 (993.9-1733.4) 1204.3 (567.5-1673.6) 0.066 1263.0 (837.7-1718.7) 1272.0 (460.8-1696.1) 0.943

Characteristic uc p value ucC p value

CC (n=43) CA+AA (n=46) CC+CA (n=81) AA (n=08)

IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.6) 0.2 (0.1-0.9) 0.503 0.2 (0.1-0.7) 0.7(0.1-2.2) 0.100
TGF-81 (pg/mL) 1304.4 (833.2-1734.0) 969.0 (389.6-1665.1) 0.035 1171.7 (531.6-1720.4) 911.2 (420.5-1513.7) 0.469
Characteristics CD p value CD p value

CC (n=34) CA+AA (n=55) CC+CA (n=79) AA (n=10)
IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.7) 0.1 (0.1-0.7) 0.636 0.2 (0.1-0.6) 0.2 (0.1-2.0) 0.145
TGF-B1 (pg/mL) 1221.1 (773.5-1740.9) 1113.1 (420.5-1671.4) 0.156 1156.1 (509.6-1680.9) 1209.6 (420.5-1696.1) 0.933
TGFB1 -509 C>T
Characteristic IBD p value IBD p value
CC (n=81) CT+TT (n=96) CC + CT (n=155) TT (n=22)

IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.7) 0.2 (0.1-0.7) 0.826 0.2 (0.1-0.7) 0.2 (0.1-0.8) 0.815
TGF-B1 (pg/mL) 1257.1 (837.7-1680.9) 1272.6 (131.3-1728.2) 0.642 1273.4 (848.4-1729.0) 1169.6 (261.1-1605.2) 0.075
Characteristics ucC p value ucC p value

CC (n=42) CT+TT (n=47) CC + CT (n=75) TT (n=14)

IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.7) 0.2 (0.1-0.8) 0.877 0.1 (0.1-0.7) 0.2 (0.1-0.8) 0.944
TGF-B1 (pg/mL) 1156.1 (607.7-1718.7) 1126.4 (424.9-1722.1) 0.352 1184.5 (607.7-1734.0) 589.4 (240.2-1268.2) 0.021
Characteristics CD p value CD p value

CC (n=39) CT+TT (n=49) CC + CT (n=80) TT (n=08)

IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.71) 0.2 (0.1-0.7) 0.883 0.2 (0.1-0.7) 0.1 (0.1-0.8) 0.764

TGF-B1 (pg/mL) 1148.7 (1479.8-1680.9) 119.0 (441.4-1728.3) 0.606 1199.0 (538.4-1696.1) 603.7 (250.7-1674.0) 0.137

IL-10: Interleukin-10; TGF-B1: Transforming Growth Factor Betal; HC: healthy controls; IBD: Inflammatory bowel disease; UC: ulcerative colitis; CD:

Crohn’s Disease
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Table 5 — Cytokine plasma levels, IL10 -592 C>A and TGFB1 -509 C>T genetic variants in relation to disease activity in patients

with ulcerative colitis and crohn’s disease

MAYO *p CDEIS **p
REMISSION NOT REMISSION <8 >8
IL-10 (pg/mL) 0.2 (0.1-0.6) 0.4 (0.2-0.8) 0.533 0.2 (0.2-0.5) 0.7 (0.4-1.0) 0.046
TGF-g1 (pg/mL) 1414.7 (1126.4-1791.0) 1437.0 (977.5-1694.5) 0.510 1590.1 (1258.4-1736.3) 1253.6 (1034.5-1528.9) 0.362
IL10 -592 C>A
Codominant
CcC 19 (56.0) 24 (43.6) - 24 (36.9) 8 (40.0)
CA 14 (41.2) 24 (43.6) 0.492 32 (49.2) 11 (55.0) 0.891
AA 1(2.9) 7 (12.7) 0.103 9 (13.8) 1 (5.0) 0.460
Dominant model
CcC 19 (55.9) 24 (43.6) - 24 (36.9) 08 (40.0) -
CA+AA 15 (44.1) 31 (56.4) 0.243 41 (63.1) 12 (60.0) 0.922
Recessive model
CC+CA 33(97.1) 48 (87.3) - 56 (86.2) 19 (95.0) -
AA 1(2.9) 7 (12.7) 0.127 9 (13.8) 1 (5.0 0.418
TGFB -509C>T
Codominant
CcC 13 (38.2) 29 (52.7) - 29 (45.3) 08 (40.0) -
CT 17 (50.0) 16 (29.1) 0.080 30 (46.9) 10 (50.0) 0.472
TT 4 (11.8) 10 (18.2) 0.846 5(7.8) 2 (10.0) 0.439
Dominant model
CcC 13 (38.2) 29 (52.7) - 29 (45.3) 08 (40.0) -
CT+TT 21 (61.8) 26 (47.3) 0.143 35 (54.7) 12 (60.0) 0.404
Recessive model
CC+CT 30 (88.2) 45 (81.8) - 59 (92.2) 18 (90.0) -
TT 4 (11.8) 10 (18.2) 0.693 5(7.8) 2 (10.0) 0.566

IL-10: Interleukin-10; TGF-B1: Transforming Growth Factor betal. Data were expressed as median and IQR (25-75%) and the categorical were expressed as absolute number (%). *p adjusted by

BMI. **p adjusted by age.

MAYO: Remission: 0; Not remission: 1,2 and 3 score
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que pacientes com DIl apresentam niveis
mais elevados de IL-10 e TGF-f1, tanto na DC quanto na RCU, quando comparados
com os controles.

O genotipo IL10 CC da variante -592 C>A foi associado a maiores niveis
plasmaticos de TGF-B1 em pacientes com RCU.

O gendtipo TGFB1 TT da variante -509 C>T foi associado a niveis mais
baixos de TGF-B1 em pacientes com RCU.

Os niveis plasmaticos de IL-10 foram maiores em pacientes com CDEIS >8

quando comparados com CDEIS <8.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresenta algumas limitac6es. Uma delas é que se trata de um
estudo de caso-controle, o que ndo permite inferéncias sobre a relacdo de
causalidade. Outra limitacdo € o pequeno numero de participantes em cada grupo
(RCU e DC), o que pode explicar algumas contradigdes com os resultados de outros
estudos.

Entretanto, nosso estudo apresenta alguns pontos forte, como por exemplo, a
analise estatistica dos dados foi realizada com dados controlados por sexo, idade,
etnia e IMC, essas variaveis confundidoras poderiam prejudicar a interpretacdo dos
dados obtidos.

Este € o primeiro estudo a avaliar as variantes genéticas rs1800872 -592C>A
do gene IL10 e rs1800469 -509 C>T, C509T ou -1347 C>T do TGFB1 e o perfil de
citocinas em pacientes com DIl na populacdo brasileira e relacionar esses dados
com a atividade da doenca.

Diante das variantes genéticas ja descritas, percebe-se a complexidade entre
a fisiopatologia e o tratamento das DIl. Mais estudos sdo necessarios para
esclarecer 0s mecanismos envolvidos para que novas estratégias sejam
desenvolvidas, principalmente quando o tratamento com inibidores de TNF-a néo for
efetivo. A descoberta de novas variantes genéticas, bem como de novos alvos

terapéuticos pode personalizar o tratamento dos pacientes.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado(a) Senhor{a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesguisa "AVALIAI;ED DE POLIMORFISMOS
GEMNETICOS, DA RESPOSTA IMUNOLOGICA E DOS BIOMACADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM PACIENTES COM DOENCA INFLAMATORIA INTESTIMAL: ASSDCIA{}.&G COM
A ATIVIDADE DA DOENCA®, a ser realizada no Ambulatdrio de Gastroenterologia do Hospital
Universitario de Londrina . O objetivo da pesquisa & “estudar os mecanismos imunaoldgicos, genético
e de estresse oxidative envolvidoz na Doenga Intestinal Inflamatoria®. Sua participagBo & muito
importante e ela se dara da seguinte forma: realizagdo de uma avaliagdo clinica pelo médico
gastroenterclogista e uma coleta de sangue. Esclarecemos gque sua participacdo & totalmente
voluntaria, pedendo o (a) senhor (a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir 2 qualguer momento,
zem que isto acarrete gualguer dnus ou prejuizo 4 sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas
informagdes serdo utiizadas somente para os fins desta pesquisa e serfo fratadas com o mais
absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Todos os dados coletados,

clinicos e laboratoriaiz, serfio descartados apds a publicagio do estudo.

Esclarecemos ainda, gue of{a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remuneradola) por sua participagdo.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, guando
devidas & decorrentes especificamente de sua participag&o.

A sua participagfio neste estudo contribuira para o melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos no desenvelvimento da doenga. Quanto aocs riscos, informamos gue sua
participa¢dc ndo acarmetard em gualguer risco & sua sadde nem alteragdo de qualguer um dos seus
tratamentos. A coleta de sangue pode ocasionar ginais decorrentes da pungio venosa e consiste:
dor no lecal da pungdo venosa ou pequens hematoma &, muite raramente, vermelhidao ou infecgao
local. Mesmo sendo minimos, caso ocomra algum tipo de desconforto o participants sera prontamente
atendido e amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue & um dos
pesquisadores deste estudo.

Caso ofa) senhor(a) tenha dividas ou necessite de maiores esclarecimentos poderd nos contatar
(Andréa Name Colado Simdo, Avenida Robert Koch 60, telefone: 3371-2321, 99627-8181), ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-

5455, e-mail: cep268@usl.br.

*Termo de Consentiments Livre Esclarecide apresentade, atendendo, conforme nornmas da Resolucio 4662012 de 12 de
dezembro de 2012,
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Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente

preenchida, assinada e entregue ao (a) senhaor(a).

Londrina, ____de de 201_.

Pesquisadores Responsaveis:

Profa Dra. Andréa Mame Colado Simao
RG: 6.226.736-4

Tel: 3371-2321 /99627-8181

tendo side devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita

acima.

Assinatura :
Data:

*Termo de Consentimento Livre Esclarecide spresentado, atendendo, conforme normss da Fesolugio 4662012 de 12 de
dezembro de 2012,
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APENDICE B - FICHA DE AVALIACAO

FICHA DE AVALIACAO - PROJETO DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

Nome: Prontuério:
DN: Idade na coleta:
Telefone:
Etnia: () Caucasiano () N&o Caucasiano
Sexo: () Feminino () Masculino
Peso: Altura: IMC.:
Circ. Abdominal: PA:
Fumante: () Nao ( )Sim Frequéncia semanal:
Etilismo: () Néo ()Sim Frequéncia semanal:
Diagnostico: () Doenca de Crohn (_ ) Retocolite Ulcerativa
Depressdo: () Sim () Néo
Medicamentos
Antioxidantes/Vitaminas:
Mesalazina: () oral () retal Dose:
Sulfassalazina: Dose:
Azatiprina: Dose
Metotrexate: Dose:
Inibidores de TNF: () Infliximabe Dose:

() Adalimumabe Dose:
Prednisona: Dose:
Outros Medicamentos:
Metformina:
Sinvastatina:
Anti-hipertensivos:
Outros:
Atividade da Doenga: () Sim () Naéo
Clinico: CDAI

Endoscopico: Mayo:
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Rutgeers:
CDEIS:

Outras doencas:




ANEXOS

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

m’!: count 4 s e UNIVERSIDADE ESTADUAL DE = Plabaforma
SO LONDRINA - UEL %ﬁd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliag3o de polimorfismos genéticos, da resposta imunoldgica e dos biomacadores de
estresse oxidative em pacientes com doenga inflamataria intestinal: associagio com a
atividade da doenga

Pesquisador: Andréa Mame Colado Sim3o

Area Temitica:

Versio: 1

CAAE: 91833015.2.0000.5231

Instituigdo Proponente: CCS - Depariaments de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2 787.257

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de estudo caso-controle prospective. Serdo avaliados 200 individuos conftroles & 200 pacientes
com Doenca Inflamatdria Intestinal (D), de ambos os sexos e com idade entre 18 a 70 anos, atendidos pelo
ambulatdrio de gastroentericlogia do Ambulatério de Especialidade do Hospital Universitaric (AEHU) cuja
contribuigio para a pesquisa serd a realizacio de uma avaliago clinica pelo médico gastroenterologista e
uma coleta de sangue. O grupo controle serd composto por individuos avaliados em projeto de pesguisa
anterior, cuja amostras ja foram coletadas (CAAE: 08405812.1.0000.5231) & os testes laboratoriais ja
realizados. As Dlis sdo caracterizadas por condigbes inflamatarias crdnicas em resposta a um desequilibrio
imunclégico da mucosa intestinal, principalmente associado as células do sistema imune adaptativo que
reconhacem autoantigenos. Os dois grandes exemplos destas doengas s3o a Retocolite Ulcerativa
Idiopatica (RCUI) e a Doenga de Crohn (D). A RCUI caracteriza-se por uma inflamagdo limitada & mucosa
coldnica em um processo que envolve o reto em 95% dos casos e manifesta-se principalmente com diameia
sanguinolenta associada a tenesmo e urgéncia fecal. Ja a DC pode acometer todo o trato digestario, desde
a boca até o Snus, & & caracterizada por formagio de estenoses, fistulas, dlceras e granulomas na mucosa.
A hipotese do presente estudo & que o polimorfismo genético (PCR, THF-, CCRS, FOXP3) junto com os
biomarcadores imuncldgicos e estade redox dos pacientes com DIl estejam associados com a atividade da

doenga.

Endersgo: LASESC - Sala 14

Balmo: Campus Universitara CEP: B&.057-070
UF: PR Municiplo:  LONDRINA
Telefone: [43]3371-5455 E-mall: cep26di@uel br
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Contruscic do Parecer: 2.767.257

Objetive da Pesquisa:

Ohbjetive Primario:

Avaliar o polimorfismo genético (PCR., TNF-.CCRS, FOXP3): o perfil de citocinas, & o estado redox em
pacientes com DIl e verificar se estes fatores estio associados com a atividade da doenga.

Ohbjetive Secundario:

- Determinar a frequéncia dos polimorfismos da PCR em pacientes com DIl & individuos controles;

- Avaliar a aszociagdo entre o35 polimorfismos da PCR e as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes com DII;

- Dieterminar a frequéncia do polimorfismo do gene do THF em pacientes com Dll e individuos controles;

- Avaliar a associagio entre o polimaorfisme do gene do THF e as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes com DII;

- Determinar a frequéncia do polimerfismo genetico CCR532 em pacientes com Dl e individuos controles;

- Avaliar a associagio entre o polimorfismo genético CCRS32 e as caracteristicas dinicas e laboratoriais dos
pacientes com DII;

- Determinar a frequéncia dos polimarfismos da FOXP3 em pacientes com Dll & individuos controles:

- Avaliar a associagdo enire os polimorfismos da FOXP3 e as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes com DIl;

- Comparar 05 niveis plasmaticos dos marcadores de EQ em individuos controles (saudaveis) e pacientes
com DIl

- Verificar se ha associagdo entre os marcadores de EQ e a atividade da doenga; - Estabelecer o perfil de
resposta imunologica em individuos controles (saudaveis) e em pacientes com DIl;

- Verificar se ha associagio entre os niveis de citocinas e 3 atividade da doenca;

- Propor preditores genéticos, imunclégicos & de estresse oxidatives para diagnéstico, atividade e

progress3o da doenga.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

. . . A -

Segundo a pesquisadora a coleta de sangue pode ocasionar sinais decorrentes da pungao venosa e
consiste: dor no local da pungdo venosa ou pequens hematoma e, muito, raramente vermelhiddo ou
infecgdo local. Mesmo sendo minimos, caso ccomra algum tipo de desconforto o participante sera
prontamente atendido & amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue & um dos

pesquisadores deste estudo. Os beneficios do estudo serd a contribuigio para o
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conhecimento das frequéncias de varios polimorfismos genéticos em pacientes brasileiros com DIl & 0 seu
possivel envolvimento com a susceptibilidade a RCU & DC. Espera-se com este estudo contribuir para o
entendimento dos mecanismas fisiopateldgicos envolvidos no desenvolvimento e atividade da doenga,

assim como propor preditores de diagnastico, atividade e progressdo da doenga.

Comentirios e Consideragies sobre a Pesquisa:

A pesgquisa & relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

A pesguisadora apresentou folha de rosta assinada pela vice chefe do Departamento de Andlises Clinicas
autorizagdo da Instituigio coparticipante. O TCLE foi apresentado em forma de convite e esta adequade, o
orgamento & de RS 26.000,00 referente aos kits de reagentes gquimicos e a pesguisadora esclarece que os
mesmaos foram adquiridos com verbas de projetos anteriores e que todos os oufros custos referentes ao
projeto de pesquisa serdo de responsabilidade dos pesquisadores envelvidos. O cronograma prevé o inicio
da pesquisa em agoesto/2018. Os riscos foram previstos e constam no TCLE e nas informagdes basicas do
Projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Mo ha pendéncias ou inadequagdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Armuivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas PB_INFDRHAQEJES_EASICAS_DO_F‘ 18/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1130772 pdf 21:18:20
Qutros material_biologico. pdf 18/06/2018 |Andréa MName Colado| Aceito
21:08:02  |Sim3o

Qutros confidenciabilidade_sigilo. pdf 18/06/2018 |Andréa MName Colado| Aceito
21:08:42 |Sim3o

Declaragio de termo_sigilocoletadados. pdf 18/06/2018 |Andréa Name Colado| Aceito

Manuseic Material 21:07:50 Simao

Bicldgico /

Bicrepositario /

|Bigbanco
Declaragio de FarecerHU. pdf 18/06/2018 |Andréa Mame Colado| Aceito
Instituicio e 21:07:28  |Sim3o
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Infraestrutura

FarecerHU. pdf 1B/06/2018 |Andréa Mame Colado| Aceito

21:07:20  |Simdo

TCLE | Termos da TCLE.doc 1B/0E/2018 |Andréa Name Colado| Aceito

Assentimento / 21:07:11  |Simdo

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projetoll] docx 18/08/2018 |Andréa Name Colado| Aceito

Brochura 21:07:00 |Simao

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto. pdf 18/08/2018 |Andréa Mame Colado| Aceito
21:05:39 |Simdo

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mo

LONDRINA, 11 de Julho de 2018
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