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RESUMO

Introducéo: A doenca de Crohn (DC) é uma das mais graves doengas inflamatorias
intestinais, constituidas por um grupo heterogéneo de doencas cuja manifestacao final comum
é a inflamacdo, e com etiopatogenia que envolve fatores genéticos, imunolégicos e
ambientais. Objetivos: Avaliar se existe associacdo entre polimorfismos das Regides
Promotoras dos genes da TNF-a (-308G/A) e da Interleucina-10 (-1082G/A), alteragdes
hematoldgicas e bioquimicas nas diferentes formas clinico-anatdmicas da DC em uma
populacdo do nordeste brasileiro. Patients e Métodos: Foram estudados 49 pacientes
ambulatoriais (com idade entre 14 a 81 anos) com diagnostico de DC. Durante a consulta
clinica foi realizada entrevista para obtencdo de dados clinico-epidemioldgicos através do
preenchimento de ficha clinica personalizada. Também foi coletado sangue venoso periférico,
para realizacdo das andlises hematoldgica, bioguimica e genética. Foram utilizadas 132
amostras de um banco de dados de DNA de individuos normais como controle. Resultados:
A idade média dos participantes foi de 41,8 anos e o género predominante foi o masculino
(53,1%.). A idade de diagndstico da doenga prevaleceu em individuos com menos de 40 anos
(63,3%). Em relacdo a localizacdo da doenca, 44,9% apresentava sitio ileal, sequida da regido
colonica em 28,5% dos pacientes. A forma andtomo-clinica predominante foi a fistulizante
(38,7%), seguida pela inflamatoria (32,6%) e pela estenosante com 28,5%. Quanto aos
marcadores inflamatdrios PCR e VSH, ambos estavam aumentados em 57,1% e 65,3% dos
casos, respectivamente, principalmente em pacientes com a forma fistulizante da doenga. Em
relacdo ao polimorfismo da TNF-a (-308G/A) ndo foi encontrado significAncia estatistica
genotipica (p=0.9816) e alélica (p=0.9826), em relacdo aos controles. Quanto ao
polimorfismo da IL-10 (-1082G/A), também ndo foi encontrado diferenca estatistica
(p=0.0843) entre os genotipos dos pacientes em relacdo aos controles. Nao foi encontrada
relacdo entre os gendtipos pesquisados e as formas anatomo-clinicas da doenca de Crohn na
populacdo estudada. Concluséo: De acordo com nossos achados, os marcadores inflamatorios
encontram-se aumentados na maioria dos pacientes com DC, principalmente naqueles na
forma fistulizante da doenca. Néo foi evidenciada diferencas significantes no polimorfismo de
regides promotoras das interleucinas TNF-o e IL-10 entre os pacientes com diferentes formas
anatomo-clinicas da DC. Estudos posteriores com mais marcadores genéticos e um ndmero
maior de pacientes necessitam ser realizados para que seja tracado um perfil genético
diferencial nas diferentes manisfestacdes clinicas da DC em nossa populacéo.

Palavras chave: Doenca de Crohn, Proteina C-reativa, Hemossedimentacao, Fator de necrose
tumoral alfa, Interleucina-10.



ABSTRACT

Introduction: Crohn's disease (CD) is one of the severe inflammatory bowel disease,
constituted by a heterogeneous group of diseases whose manifestation common is
inflammation, and the pathogenesis involved genetic, immunological and environmental
factors. Purpose: Assess the association between polymorphisms of the promoter regions of
the TNF-a genes (-308G / A) and Interleukin-10 (-1082G / A), changes hematological and
biochemical in the different forms of anatomic-clinical of CD in one Brazilian Northeast
population. Material and methods: We studied 49 outpatients (age 14-81 years) diagnosed
with CD. During the clinic visit were interviewed to obtain clinical and epidemiological data
by filling in custom clinical record. Peripheral venous blood was collected to perform the
analyzes hematological, biochemical and genetic. 132 DNA samples database of one subjects
healthy were used as control. Results: The mean age of participants was 41.8 years and the
predominant gender was male (53.1%). The age at diagnosis of the disease prevailed in
subjects under 40 years (63.3%). In relation to the site of disease, 44.9% had ileal site,
followed by in the colonic 28.5%. The anatomic-clinical form predominant was the
fistulizing (38.7%), followed by inflammatory (32.6%) and 28.5% stricturing . For the
inflammatory markers CRP and ESR , were increased by 57.1% and 65.3% of cases,
respectively, mainly in patients with fistulizing form of the disease. Regarding the
polymorphism of TNF-a (-308G / A) did not find statistically significant genotypic (p =
0.9816) and allelic (p = 0.9826) compared to controls. In relation the polymorphism of IL-10
(-1082G / A), no statistical difference was found (p = 0.0843) between the genotypes of
patients compared to controls. No relationship was found between the genotypes studied and
anatomic-clinical forms of Crohn's disease in the population studied. Conclusion: According
to our findings, the inflammatory markers are increased in most patients with CD, especially
those in the form of fistulizing disease. There was not significant differences between
polymorphism of the promoter regions of TNF-a and interleukins IL-10 among patients in
different anatomical and clinical forms of CD. Further studies with more genetic markers and
a larger number of patients need to be made to be drawn in a different genetic profile
differential clinical manifestations of CD in our population.

Keywords: Crohn Disease, C-reactive protein, Erythrocyte Sedimentation Rate, Tumor
Necrosis Factor-alpha, Interleukin-10.
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1. APRESENTACAO

A doenca de Crohn (DC) compde o elenco das chamadas de doencas inflamatérias
intestinais (DII), um grupo heterogéneo de doengas cuja manifestacdo final comum ¢ a
inflamac&o, em cuja patogénese estdo envolvidos diferentes fatores genéticos, imunolégicos e
ambientais (FEAGAN, 2003).

Dados recentes suportam a nocao que a diversidade de manifestac6es clinicas da DC é
um reflexo das distintas vias imunogenéticas que podem ocorrer no mecanismo
fisiopatoldgico da doenca (BAMIAS; COMINELLI, 2007).

Pela importancia recentemente demonstrada de polimorfismos dos genes relacionados
a resposta imune inata na fisiopatologia da DC, como por exemplo, os genes IL-10
(Interleucina-10) e TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) principalmente pela implicacdo do
risco étnico especifico para a evolucdo e complicagbes encontradas na DC entre subgrupos
populacionais diferentes (ANDERSEN et al. 2010).

Os recentes avancos na area da imunologia e no conhecimento da patogénese da DC
permitiram definir novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos que,
possibilitardo, num futuro ndo muito longinquo, a melhoria da qualidade de vida dos doentes.
Apesar do grande nimero de terapéuticas disponiveis no mercado para o tratamento da DC,
ainda ha doentes que ndo conseguem obter resposta mesmo com 0s novos agentes utilizados
atualmente (KORZENIK, 2008).

Assim, cada vez mais tém sido estimulados estudos direcionados a investigar grupos
génicos relacionados ao comportamento da resposta imune no quadro de DC. Contudo,
existem ainda diversos aspectos ndo esclarecidos na busca de possiveis marcadores com valor
prognostico que auxiliem no tratamento deste tipo de doenca inflamatdria

Desta forma, considera-se relevante avaliar aspectos do perfil genético populacional
diferenciado que poderia interferir na resposta de diferentes grupos humanos ao mesmo
tratamento farmacoldgico a partir de imunomoduladores ou até cirdrgicos atualmente
utilizados no acompanhamento de pacientes com DC com diferentes formas anatomo-clinicas
(PRESCOTT et al., 2010).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas inflamatdrias intestinais
Na sua conceituagdo mais ampla, “as doengas inflamatdrias intestinais” (DII)

correspondem a qualquer processo inflamatorio envolvendo o trato gastrointestinal, seja ele
agudo ou cronico, na sua maioria, sdo afeccOes de etiologia desconhecida e de grande
importancia em salde publica, cujo tratamento envolve custos extremamente altos, incluindo
aqueles relacionados a perda de produtividade. Além disso, 0s pacientes portadores de
Doenca de Crohn (DC) ou de Retocolite Ulcerativa Inespecifica (RCUI) geralmente ja
experimentaram varias intervenc@es cirlrgicas e tratamento com agentes imunossupressores
(ROTHENBERG, 2002; CAMPOS et al., 2002).

A RCUI e a DC sdo as formas mais comuns de DII, que se caracterizam por
inflamacdo crénica dos intestinos, de etiologia ainda ndo definitivamente esclarecida e em
cujo processo patologico estdo envolvidos fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos
(figura 1) (SARTOR, 1997; RUTGEERS, 1998; MORAHAN et al., 2002). A DII é resultante
de ativacdo persistente e inadequada do sistema imune mucoso (ROBBINS E CONTRAN,
2005), admitindo-se que possa estar relacionada com um distarbio autoimune (TAKAISHI et
al., 2000, DUERR et al., 2003; NAKAMURA et al., 2003).

_Epitélio Genéticos
intestinal

Sistema

Figura 1. Interagdo entre os varios fatores responséveis pelo desenvolvimento das Doencas
Inflamatorias Intestinais (modificado). Fonte: Braun, J., Wei, B. Body Traffic: Ecology,
genetics and immunity in inflamatory bowel disease. Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis, v.2,
p.401-29, 2007.
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As DIl ocorrem em todo 0 mundo e representam um sério problema de saude, pois
atingem preferencialmente pessoas jovens, cursam com recidivas freqientes e admitem
formas clinicas de alta gravidade (JEWEL, 2006). A prevaléncia e incidéncia destas doencas
variam de acordo com a regido estudada. Atualmente essas doencas afetam mais de 1.000.000
de americanos. Na América do Norte, a prevaléncia varia de 26 a 198 casos por 100.000
habitantes para DC e 37 a 246 casos por 100.000 habitantes para RCUI. A incidéncia é de 3,1
a 14,6 por 100.000 pessoas/ano para DC e 2,2 a 14,3 por 100.000 pessoas/ano para RCUI. Na
Europa a prevaléncia varia de 8,3 a 21,4 casos por 100.000 pessoas/ano e a incidéncia de 0,7 a
9,8 por 100.000 pessoas/ano para DC e 1,5 a 20,3 por 100.000 pessoas/ano para RCUI
(LOFTUS, 2004)

No Brasil ainda ndo existem dados adequados para estudo de prevaléncia e incidéncia
destas doencas provavelmente, devido a dificuldade de realizar o diagnostico pela auséncia de
teste padrdo-ouro, pela multiplicidade de sintomas e pelo custo dos exames diagnosticos.
Porém, estudos demonstram que a incidéncia das DIl parece ser menor em paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Esse fato é dificil de ser avaliado devido a dificuldade em se
realizar o diagnostico adequado e a grande prevaléncia de diarréias infecciosas e parasitarias.
Ha fortes indicios de que, uma vez o pais se torne industrializado, com modificaces, de dieta,
do estilo de vida e da exposicdo ambiental essas doengas se tornam mais prevalentes
(LOFTUS, 2004).

A DC e RCUI sédo comuns em paises desenvolvidos, areas urbanas e individuos com
melhor padrdo sécio-econdmico, levantando a hipdtese de que possa haver associacdo com
higiene e sanitarismo basico, através da alteracdo da flora intestinal. O uso de anti-
inflamatdrios nao-esterdides (AINE’s) parece estar associado ao gatilho da DIl (KRISHNAN;
KORZENICK, 2002).

A RCUI e a DC sdo consideradas formas distintas de DIIl. Contudo, os sintomas
clinicos das duas se sobrepdem, e o diagnéstico diferencial em muitos casos é dificil
(GOWER-RUSSEAL et al.,1994). A despeito de constituirem doencas distintas,
compartilham aspectos clinicos e epidemioldgicos sugerindo a possibilidade de fatores
etiologicos comuns. O curso clinico, cujas manifestacdes principais sdo diarréia, dor
abdominal e sangramento retal, é caracterizado por periodos de remissdo e exacerbacdo, e

apresenta complicaces das mais diversas ( DAMIAO et al., 2004).

A RCUI acomete total ou parcialmente, a extensdo do cdlon ou reto, enquanto a DC

pode afetar todo o trato gastrointestinal, desde a boca até o anus, ocorrendo frequentemente
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no intestino delgado distal e c6lon (figura 2) (ROBBINS E CONTRAN, 2005). Porém ha um
subgrupo de casos de DC com uma apresentacdo tipica da RCUI, o que ilustra o grau de
similaridade destas doencas (IRVINE et al., 2001; JEWEL, 2006). Isso significa que um
paciente pode inicialmente ter sido diagnosticado com RCUI e mais tarde ser considerado
portador de DC (KROMBLUTH, 1998; MAEDA et al., 1994).

Colite Ulcerativa Doenca de Crohn

estreitamento

Inflamacéo

colom
descendente

}
}
ileo terminal !

.

\ dreas
inflamadas

Locais de Manifestagdo das
Doencas Inflamatérias Intestimais
Figura 2. Diferenca de localizacdo anatdbmica entre a Doenga de Crohn e a Retocolite Ulcerativa Inespecifica

Fonte:http://apbiocorpohumano.webnode.com.br/sistema%20de%200rg%C3%A30s/digestivo/doen%C3%A7a%
20de%20crohn

Na DC as manifestac6es clinicas sdo variaveis, mais sutis que na RCUI, geralmente se
apresentando com febre, diarréia (ocasionando perda de peso e de eletrélitos), dor abdominal
e periodos assintomaticos que podem durar semanas a meses. Pacientes com DC, manifestada
no colon, pode apresentar perda de sangue fecal, evidente ou oculta, podendo acarretar
anemia e também outras complicacdes hepaticas e renais (CASTRO et al., 2002; ROBBINS E
CONTRAN, 2005). Na sua fase cronica pode surgir complicacdes como estenose, abcessos e

fistulas.

Na RCUI os pacientes também apresentam surtos de diarréia com muco e sangue em
periodos assintomaticos de meses, anos ou até décadas. Alguns pacientes podem apresentar
uma unica crise, leve moderada ou grave tornando-se uma emergéncia médica em algumas
situacbes (ROBBINS E CONTRAN, 2005). A dor abdominal na RCUI e a diarréia com
sangue sdo muito frequentes (CASTRO et al., 2002).

A dor abdominal também esta presente quase que invariavelmente em todos os

pacientes com DII. Algumas caracteristicas da dor podem apontar para RCUI ou DC. Por
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exemplo, dor em fossa iliaca direita recorrente e exacerbada pelas refeicGes pode sugerir DC
enquanto dor em quadrante inferior esquerdo do abdome, tipo cOlica, associada ao processo
defecatério e algumas vezes a ocorréncia de tenesmo pode sugerir RCUIL. Os sintomas
constitucionais estdo comumente presentes nos pacientes com DIl em atividade:
emagrecimento, inapeténcia, febre, prostracdao, anemia (SCHNEIDER, 2009)

A RCUI, juntamente com a DC, compdem as DIl mais freqlientes da atualidade
(LANNA et al., 2006). Em aproximadamente 10% dos casos ndo € possivel, diagnostico
diferencial entre RCUI e a DC retal (STHERLAND et al., 2002).

2.2 Doenca de Crohn

A doenca de Crohn (DC) compde o elenco das chamadas de doencas inflamatérias
intestinais (DII), um grupo heterogéneo de doencas cuja manifestacdo final comum é a
inflamacdo, em cuja patogénese estdo envolvidos diferentes fatores genéticos, imunoldgicos e
ambientais (FEAGAN, 2003).

Neste panorama, a DC é uma doenga inflamatdria cronica do trato gastrointestinal, que
pode envolver qualquer segmento desde a boca até ao anus. A presenca de areas de mucosa
normal intercalando areas afetadas pela doenca, isto é, o envolvimento segmentar,
acometendo toda parede do 6rgdo e com lesbes tipicamente granulomatosas do intestino
caracteriza a DC, diferenciando-a da retocolite ulcerativa (RCUI) que apresenta envolvimento

confinado a mucosa do co6lon, de forma continua (AHMAD et al., 2002).
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2.2.1 Caracteristicas clinicas

A DC apresenta ampla heterogeneidade de manifesta¢cdes clinicas que variam desde
formas inflamatorias até formas graves, estenosantes e fistulizantes. A morbidade da DC esta
relacionada com sintomas crénicos de diarréia, dor abdominal e desnutricdo, os quais tém um
impacto significativo na qualidade de vida. A maioria dos pacientes necessita de tratamento
medicamentoso, com até 50% de terapia imunossupressora, € um numero semelhante de
pacientes necessitam cirurgia dentro de cinco anos ap6és o diagndstico (HUME; SMITH,
2002).

O padréo clinico foi classificado em: ndo-estenosante/ndo-penetrante (inflamatdria) nos
casos de doenca inflamatoria sem complicacdes; estenosante no caso de ocorréncia de
estreitamentos intestinais ou ano-retais de repeticdo documentados por exames radiolégicos,
endoscopicos ou cirurgico-patoldgicos, com dilatacdo pré-estendtica ou com sinais ou
sintomas de obstrucdo, sem a presenca de doenca penetrante; penetrante (fistulizante) nos
casos de ocorréncia de fistulas intra abdominais ou perianais, massas inflamatdrias e/ou
abcessos (S. ALMEIDA et al, 2004).

Os sintomas de DC tendem a ser mais variados, dependendo da localizacdo da lesdo no
aparelho digestivo, e pode ocorrer de forma leve, moderada ou grave, caracterizada por ciclos
de remissdo e de doenca ativa. As alteracdes funcionais da mucosa intestinal e dos resultados
exames laboratoriais dos pacientes com DC sdo parcialmente atribuidos a um aumento da
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias na lamina propria dos intestino grosso e delgado
(KUMAR, 2002).

Histologicamente a caracteristica marcante da DC é o acometimento transmural que pode
afetar todas as camadas, da mucosa a serosa e, que apresenta um carater descontinuo das
lesbes (areas de mucosa preservada em meio as de atividade inflamatdria). A primeira
anormalidade é o aumento dos foliculos linfoides com anel eritematoso em volta. Isto leva a
Ulcera aftoide que progride para ulceracdo profunda, fissura, fibrose, estenose e fistulizacao.
Os achados endoscopicos sdo varidveis desde discretas erosdes, edema, friabilidade,
enantema, sendo mais caracteristico a presenca de Ulceras, que podem ser aftdides, elipticas
ou lineares, intercaladas por mucosa normal, assim como lesdes fibroestenosantes e
fistulizantes (MACHADO; SCHINEIDER, 2006).

A DC ocorre em criangas e adultos, com um pico de incidéncia entre 15 e 30 anos. A

incidéncia da DC tem aumentado nas ultimas trés décadas em quase todos 0s paises
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ocidentais. Estudos epidemioldgicos mostram que a incidéncia e a prevaléncia da DC variam
significativamente dependendo da &rea geogréfica e do grupo étnico (BONEN; CHO, 2003).

Avancos cientificos demonstram que a DC apresenta etiopatogenia multifatorial,
envolvendo uma interagdo complexa entre fatores ambientais (i.e., microbiota intestinal),
imunolégicos, e predisposicdo genética (CHAMBERLIN; NASER, 2006; XAVIER e
PODOLSKY, 2007)

2.2.2 Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas na Doenca de Crohn (DC)

Embora de etiologia multifatorial, muitos pacientes internados com exacerbacdo aguda de
sua doenca apresentam desnutricdo protéico-caldrica, hipoalbuminemia e anemia.
Leucocitose, trombocitose, aumento nos niveis séricos de proteina C reativa (PCR) e de
velocidade de hemossedimentacdo (VSH) podem ser decorrentes de inflamacéo cronica. A
hipoalbuminemia e a anemia seriam marcadores de gravidade, pois tém relacdo ndo apenas
com atividade de doencga, mas também com desnutricdo. A desnutricdo é consequéncia da
propria enfermidade e contribui para a maior susceptibilidade do paciente a infeccdes e
complicacbes poOs-operatorias. Estes exames laboratoriais de facil realizacdo e baixo custo
estdo disponiveis na maioria dos hospitais publicos (ELIA et al, 2007).

Em um estudo realizado por Salviano et al, 2007, os resultados do perfil bioquimico
revelaram alto percentual de hipoalbuminemia, prevaléncia elevada de anemia, observadas
através dos niveis de hematocrito e hemoglobina. Por outro lado, a maioria dos pacientes
apresentava a glicose de jejum, uréia, creatinina, sodio e potassio dentro dos padrdes de
normalidade. No que se refere ao calcio sérico, constatou-se niveis reduzidos, demonstrando

grande vulnerabilidade desses individuos em relagdo ao metabolismo 6sseo.

2.2.3 Doenca de Crohn e as citocinas IL-10 (Interleucina-10) e TNF- a (Fator de
Necrose Tumoral)

Vaérios estudos tém demonstrado um possivel envolvimento da IL-10 na patogénese de
doencas inflamatorias, assim como, sua associacdo com o prognostico (LECH-MARANDA et
al, 2004 e STEWART et al, 1994). A IL-10 é uma citocina normalmente produzida por
células T ativadas, mondcitos, células B e timocitos. Ela possui forte atividade anti-
inflamatoria e desempenha um papel critico na regulacdo da resposta imune,
predominantemente através da inibicdo de mediadores pro-inflamatorios incluindo TNF- a e
IL-12 (DINESH et al, 2009; ZOODSMA et al, 2005).
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O efeito inibidor da IL-10 é um importante fator limitante da duragdo e do dano
patoldgico das respostas inflamatérias (MOORE et al., 2001; KENDALL et al., 2001; COOK
et al., 2001; FANG et al., 2005).

Por outro lado, 0 TNF-o. é um dos mediadores mais importantes nesta doenca. E
produzido por macréfagos ativados e tem entre outras funcGes, a de estimular a producédo de
moléculas de adesdo e citocinas inflamatorias, apoptose celular, recrutamento de neutrofilos
para os locais de inflamacé&o, ativacdo da coagulacdo e inducdo da formacéo de granulomas
(SANDBORN e HANAUER, 1999).

O TNF-a esta envolvido com o desencadeamento da resposta imune, indugdo do evento
inflamatorio agudo e transicdo para inflamacéo cronica e persisténcia da mesma (BURGUER;
DAYER, 1995). Ele também contribui para a inibicdo da resposta inflamatdria pela
estimulacdo da liberacdo de IL-10 (McCOLM et al, 2000). Por outro lado, a deficiéncia de
producdo de TNF- a em experimentos animais esta associada a incapacidade de combater
uma ampla gama de infecgdes (ELSAS, 2001). O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria,
secretada por macrofagos ativos e localizado no cromossomo 6 (regido p.21.3)
(KIRKPATRICK et al, 2004, DUARTE et al, 2005). Na mucosa intestinal contribui para a
resposta Thl patogénica. Admite-se que 0 TNF-o tem papel central na patogenia da
inflamacdo da mucosa na DC, sendo considerado o protétipo de citocina pro-inflamatoria.
(PAPADAKIS E TARGAN, 2000)

A combinacdo de efeitos sobre células imunes (recrutamento e estimulacdo) e células
endoteliais (ativacdo por estimulo de sintese de moléculas de adesdo E-selectina e ICAM-1)
conduz a recrutamento de mondcitos e linfocitos T ativados para a mucosa intestinal e
formacdo de granulomas. Quando induz producdo de metaloproteinases por células do
estroma contribui para a lesdo tecidular. Induz a producdo de citocinas e quimiocinas por
células endoteliais e mononucleadas da mucosa, homeadamente de IFN-gama independente
da IL-12 ou IL-18. O TNF- a em associa¢do com IFN-gama pode motivar apoptose de células
vilositarias contribuindo para alteracbes da barreira epitelial e perpetuacdo da resposta
inflamat6ria (PAPADAKIS E TARGAN, 2000)

Vaérios estudos demonstraram um aumento do TNF- a no soro, fezes e mucosa intestinal
de individuos com DC (KUCHARZIK, 2006). O blogueio do TNF-a por anticorpos
monoclonais (Infliximab) diminui as respostas Thl, sendo por isso usado como uma forma de
tratamento eficaz na DC moderada a severa, com melhorias em termos clinicos e
endoscopicos (SHIH e TARGAN, 2008).
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Na DC, os macréfagos e as células dendriticas (CD) ndo s6 estdo aumentadas em ndmero,
como também expressam de forma exagerada TLR2 e TLR4, moléculas co-estimuladoras e
produzem mais citocinas pré-inflamatérias como IL-12 e IL-6, com a consequente ativacao de
células Thl (DANESE E FIOCCHI, 2006). Além disso, as CD produzem menos IL-10, o que
diminui as respostas reguladoras (BAMIAS; COMINELLI, 2007).

2.2.4 Aspectos moleculares na Doenca de Crohn(DC)

Durante a Gltima década, mudancas gradativas ocorreram em relacdo ao conceito da
imunopatogénese da DC, direcionando a atengéo para o importante papel da imunidade inata.
O reconhecimento de antigenos bacterianos pelos receptores de padrdes moleculares
associados a patdgenos, representados pelos receptores Toll-like (TLR) e proteinas do
dominio de oligomerizacdo nucleotidea (NOD) (nucleotide oligomerization domain)
expressados nas células sentinelas da barreira epitelial intestinal, releva que as células
epiteliais, dendriticas, e macrofagos podem estar na posi¢cdo de comando da imunidade da
mucosa normal e na inflamagcdo (FIOCCHI, 2007; BAMIAS e COMINELLI, 2007). Uma
falha na resposta imune inata parece ser o defeito primario na DC, como a alteracdo de
sinalizacdo do NOD?2 e outras deficiéncias ainda ndo identificadas (XAVIER e PODOLSKY,
2007).

Os fatores genéticos de susceptibilidade a DC sdo evidenciados por estudos que
demonstram maior concordancia da doenga em gémeos monozigoticos que em dizigéticos, e
em estudos de agregacdo familiar (BAYLESS et al., 1996; COLOMBEL et al., 1996;
FIOCCHI, 1998; RICHARD, 2003). A maioria dos estudos demonstra freqiiéncia de 5% a
20% de doenca inflamatoria intestinal na histéria familiar dos pacientes com DC (RICHARD,
2003). Atualmente, a pesquisa de genes relacionados a susceptibilidade da DC representa um
grande desafio por causa da complexidade dos fatores genéticos envolvidos, incluindo a
auséncia de um mecanismo de transmissdo mendeliano, a penetrancia génica, a
heterogeneidade genética, e a multiplicidade de genes de susceptibilidade envolvidos
(DUERR et al., 2003; ZHENG et al, 2003; MENDOZA e TAXONERA, 2005).
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2.2.5 Polimorfismos genéticos

Estudos de associacdo de genes candidatos a doengas utilizam como ferramenta a anélise
de sitios polimorficos. Polimorfismo refere-se a ocorréncia simultanea na populacdo, de
genomas que apresentam variacOes alélicas que podem produzir diferentes fendtipos. Séo
caracterizados por sequéncias nucleotidicas que ocorrem randomicamente no genoma. Essas
sequencias sdo classificadas de acordo com o tamanho médio das unidades de repeticBes, em
minissatélites, microssatélites e mutaces puntiformes. Estes sitios polimorficos podem
localizar-se na regido codificadora, regulatéria ou aparentemente silenciosa do DNA
(LEWIN, 2001).

Minissatétiles sdo repeticdes de 2 a 60 nucleotideos. Microssatélites incluem sequéncias
contendo repetices em tandem de 1 a 4 pb, distribuidos ao longo do genoma. MutacGes
puntiformes ou SNP’s (single nucleotide polymorphism) consistem em mudanca de um Unico
nucleotideo, ocorrem comumente no genoma humano na frequéncia de 1 a cada 1000 pb. E a
mais abundante forma de variagdo genetica entre individuos da mesma espécie. Apesar da
maioria ndo influenciar na expressdo génica, ou seja, ndao modificar funcionalmente a
proteina, estdo sendo muito utilizados como marcadores genéticos de doencas (LEWIN,
2001).

Técnicas modernas tem sido utilizadas para analise de SNPs. A identificacdo de SNP’s
por genotipagem em larga escala com a utilizacdo de painéis de oligonucleotideos e posterior
seqiienciamento do DNA, permite a rapida identificacdo de marcadores de doencas e seus
haplotipos (JORDAN et al, 2002).

Na ultima década, varios estudos de analise de ligacdo seguidos por estudos de andlise
sistémica do genoma demonstraram evidéncias de polimorfismos genéticos associadas a DC
em muitos genes. Esforcos conjuntos em varios centros de pesquisa tém alcangado sucesso na
identificacdo de genes na DC, incluindo CARD15 (NOD2) (HUGOT et al., 2001; OGURA et
al., 2001), DLG5 (STOLL et al., 2004), SLC22A4 e SLC22A5 (PELTEKOVA et al., 2004),
CARD4 (NOD1) (McGOVERN et al., 2005), IL23R (DUERR et al., 2006), ATG16L1,
PHOX2B e NCF4 (RIOUX et al., 2007; PARKES et al., 2007). No entanto, nenhum dos loci
destes genes confere um risco relativo maior que 2, comprovando que a DC é um distarbio
poligénico complexo (RIOUX et al., 2000; AHMAD et al., 2004; HUGOT e JUNG, 2006).
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2.2.6 Polimorfismos da IL-10 e da TNF- o na Doenca de Crohn

Evidéncias sugerem que fatores do hospedeiro sdo de primordial importancia para a
manifestacdo clinica da doenca. Genes de citocinas inflamatorias, ou regides nos seus
promotores tém polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP’s) que influenciam a taxa e
magnitude de producéo de citocinas. Muitos SNPs em genes de citocinas tém sido associados
com a predisposicdo para o desenvolvimento de uma variedade doencas inflamatorias. Vérios
estudos tém demonstrado um possivel envolvimento da IL-10 na patogénese de doencas
inflamatorias, assim como, sua associacdo com o prognostico. O gene da IL-10 esta
localizado no cromossomo 1. Trés SNPs na regido promotora do gene IL-10 foram
identificados nas posigdes -1082, - 819 e -592. O polimorfismo na regido -G1082A tem se
mostrado importante na determinacdo na producdo alta, média e baixa da interleucina 10
(RAM et al, 2003).

Pela importancia recentemente demonstrada de polimorfismos dos genes relacionados a
resposta imune inata na fisiopatologia da DC, como por exemplo, os genes IL-10
(Interleucina-10) e TNF-a (Fator de necrose tumoral a) principalmente pela implicagdo do
risco étnico especifico para a evolucdo e complicagbes encontradas na DC entre subgrupos
populacionais diferentes (ANDERSEN et al. 2010).

Putignano et al 2011, estudando individuos com DC da regido da Tuscania (ltalia),
obtiveram uma relacdo positiva comprovada de SNPs A/T, analisados num promotor do
gene da IL-10 relacionados com a producdo desta citocina, corroborando assim com o
potencial terapéutico deste alvo.

O TNF-o desempenha um papel importante na defesa contra a infeccdo. O gene TNF- a,
que codifica a proteina TNF-a, é em parte regulado a nivel transcricional e varios estudos
sugerem que polimorfismos no promotor deste gene podem ter um papel determinante na
susceptibilidade a doenca. Um dos polimorfismos relevantes € o TNF-a (-G308A), que esta
associado a uma producdo aumentada da proteina respectiva (DUARTE et al, 2005)

Existem diversos estudos que apontam para uma associacdo entre o polimorfismo TNF- a
-308 e DC (LOUIS et al., 2000; VATAY et al., 2003; KIM et al., 2003; ALMEIDA et al.,
2004; FERREIRA et al., 2005;SANCHEZ et al., 2009). Frequentemente a frequéncia do alelo
TNF- a -308A tem também sido descrita como mais alta nas formas cdlicas e fistulizantes da
doenca (KOSS et al 2000, LOUIS et al., 2000). O alelo TNF-a (-308) foi ainda associado a
risco aumentado de manifestagdes extra-intestinais como a artrite, eritema nodoso e
sarcoidose (GONZALEZ et al, 2003).
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Embora os fatores genéticos e ambientais contribuam em larga medida para os disturbios
imunoldgicos observados nesta doenca, a compreensdo dos mecanismos imunitarios ajuda-
nos a definir novas bases de tratamento (KUCHARZIK, 2006).

24



3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar se existe associacao entre polimorfismos das RegiGes Promotoras dos genes da
Interleucina-10 (-G1082A) e da TNF-o(-G308A), com alteracbes hematoldgicas e
bioquimicas nas diferentes formas clinico-anatémicas da doenca de Crohn em uma populacdo
do nordeste brasileiro.

3.2 Especificos

3.2.1 Determinar as freqliéncias genotipica e alélica dos polimorfismos na regido promotora (-
G1082A) do gene da IL-10 e do gene da TNFa -308 (-G308A), utilizando as técnicas
de PCR-AS (Reacdo em cadeia polimerase-alelo especifica) e de PCR-RFLP (Reacéo
em cadeia polimerase-polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de digestéo),
respectivamente, em uma populacdo com a doenca de Crohn e em grupo-controle de

individuos sem doenca inflamatoria intestinal,
3.2.2 Correlacionar os polimorfismos encontrados na doenca de Crohn em suas diferentes
formas anatomo-clinicas (inflamatoria, fistulizante e estenosante) e suas caracteristicas

clinicas (idade, localizacéo, entre outros)

3.2.3 Estabelecer o perfil hematoldgico e bioquimico dos pacientes com doenca de Crohn e

correlacionar este perfil com as diferentes manifestacGes clinicas da doencga.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populagdo

Foram selecionados 49 pacientes (entre 14 a 81 anos) com diagnostico de doenca de
Crohn, que séo regularmente atendidos no Servico de Gastroenterologia/Coloproctologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no servico de
Proctologia do Hospital Bardo de Lucena SES/PE, no periodo de janeiro/2011 a julho/2011.
Foram usadas para controle 76 amostras de DNA de seres humanos sadios do banco de DNA
do Laboratério de Genética, Bioquimica e Sequenciamento Prof(a). Téania Falcdo/UFRPE.

O critério de inclusdo dos pacientes foi o diagnéstico confirmado de DC estabelecido
por meio de achados clinicos, radioldgicos, endoscopicos e histopatolégicos, de acordo com
os critérios da classificacdo de Lennard-Jones (1989). As informacbes de idade de
diagnostico, género, localizagdo e comportamento da DC foram organizadas de acordo com a
Classificacdo de Vienna (1998) modificado.

Como critérios de exclusdo foram dispensados aqueles pacientes com colite
indeterminada ou que tenham sofrido qualquer processo cirurgico recente devido a disturbios
gastrointestinais. Também foram excluidos da pesquisa aqueles pacientes que ndo tiverem
nascidos no Brasil.

4.2 Aspectos éticos

Os individuos que foram selecionados e aceitaram participar do estudo, de acordo com
os critérios citados, assinaram um de Termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice
A).

O projeto foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa do CCS/UFPE sob
namero de protocolo n°: 222/10, folha de rosto n°: 349673 e CAAE n°: 0223.0.172.000-10.

4.3 Aspectos epidemioldgicos e clinicos

A fim de estabelecer correlacdo entre 0s possiveis agentes causais ou contributivos
para a lesdo em estudo, os fatores como género, faixa etaria, peso, escolaridade e doencas

associadas foram obtidos através da andlise da ficha clinica dos pacientes.

Foram levantados dados de achados clinicos, radiologicos, endoscopicos

(colonoscopia) e histopatologicos para determinacdo da forma andtomo-clinica e localizagdo
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da doenca no trato gastrointestinal, além do Indice de Atividade da Doenca de Crohn(CDAI).
InformagBes em relacdo ao tratamento, histérico familiar e manifestacdes extra-intestinas

também foram analisadas.
4.4 Analise do polimorfismo génico
4.4.1 Local

O estudo genético foi realizado no Laboratério de Genética, Bioquimica e
Sequenciamento de DNA Prof(a). Tania Falcdo, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

4.4.2 Extragdo do DNA Génomico

As amostras clinicas obtidas atraves da puncao venosa foram colocadas em tubo estéril
de 5 ml contendo EDTA(anticoagulante) para ser realizada a posterior extracdo do DNA
gendmico dos linfocitos utilizando-se o “Wizard Genomic DNA Purification Kit”
(PROMEGA®) de acordo com as instru¢fes do fabricante. Para extragédo, esta mistura foi
incubada por 10 min em temperatura ambiente. Posteriormente, ap6s homogeneizacdo das
amostras, uma aliquota de 300 pL de sangue total foi transferida para um tubo eppendorf
estéril de 1,5mL, adicionado 900uL de solucdo de lise celular e incubado a temperatura
ambiente por 10 minutos, sendo invertido gentilmente de 2 a 3 vezes durante esse periodo. A
seguir, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30s. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado, o pellet foi agitado no vortex por 15 segundos e re-suspenso em
300 pL de solucdo de lise do ndcleo, misturando-se o material por inversdo 3 a 4 vezes,
durante o periodo de incubacdo em temperatura ambiente por 10 minutos. Novamente as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30s, seguido de descarte do sobrenadante. Em
seguida, foi adicionado 100 pL da solucdo de precipitacdo de proteinas e a mistura foi agitada
em vortex (10 a 20 segundos), incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e depois
centrifugado por 13.000 rpm por 3 min. O sobrenadante foi retirado e transferido para um
novo tubo eppendorf estéril de 1,5mL. Foi adicionado a esse novo tubo 300 pL de
isopropanol para precipitacdo do DNA e posterior centrifugacdo a 13.000 rpm por 3 min.
Logo apds centrifugacdo e posterior descarte do sobrenadante, foi adicionado ao pellet
1.000uL de etanol a 70% seguido de centrifugacdo a 13.000rpm por 2 minutos a temperatura
de 4°C. O etanol foi retirado cuidadosamente e o tubo foi invertido em papel absorvente e

deixado aberto para secar completamente em temperatura ambiente. Finalmente, o pellet foi
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ressuspenso em 100 pL de solucdo de rehidratacdo. ApOs a extracdo as amostras foram
tratadas com RNAse e posteriormente mantidas a uma temperatura de -20°C.

4.4.3 Andlise do polimorfismo -308 (G>A) na regido promotora do Gene TNF-a
pela técnica de PCR-RFLP (polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de
digestao) descrita por Cabrera et al, 1995)

A reacdo foi realizada utilizando os seguintes parametros: em um volume final de 20
ul, foi utilizado 10 pl de MasterMix 1X(Promega®), 0,5 ul do primer (senso): 5°-
TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3> e 05 ul do primer (antisenso):  5’-
AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’, 7,0ul de &gua DEPC e 2,0 ul de DNA.

A reacdo foi incubada no termociclador PTC-100 (MJ Research) nas seguintes
condicdes de amplificacdo: um ciclo de desnaturacéo inicial de 95°C por 3 minutos, seguidos
por 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e
um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. O tamanho do produto amplificado foi de
107 pb.

Apos a PCR, o produto amplificado (107 pb) foi submetido a digestdo enzimatica
utilizando a endonuclease Nco I. Em um volume final de 15 nl, foi aplicado 1,5ul de Buffer
(1x), 0,2ul de BSA (Bovine Serum Albumin-Albumina bovina), 0,5ul da enzima de restricao
(Nco 1), 2,8ul de Agua DEPC e 10ul do produto do amplificado e posteriormente incubado &
37 °C por 4 horas. Na presenca do alelo G, ha reconhecimento do sitio de restricdo pela
enzima Nco I, ocorrendo a clivagem do produto amplificado de 107 pb em dois fragmentos,
um de 87 pb e outro de 20 pb. Ja na presenca do alelo A, presente na posicdo -308 do gene
mutado (G>A), ha consequentemente alteracdo no sitio de restricdo, ndo havendo
reconhecimento pela enzima Nco I. Com isso, ndo hd o corte e o produto amplificado (107
pb) permanece inalterado.

Apos a digestdo, o produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 3,0% em
tampdo TAE (Tris Acetato a 400mM e EDTA a 10mM). Foram aplicados 9ul do produto da
digestéo, diluidos em 0,5ul de tampéo de corrida Blue Green (LGC Bio). Foi aplicado no gel
5ul do marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb (Invitrogen). A separagdo
eletroforética foi realizada a 80V por 30 min.

4.4.4 Analise do polimorfismo -1082(G>A) do Gene IL-10 PCR Alelo — Especifico
pela técnica ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System), descrita por
CRILLY etal., 2003.
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A reacdo foi realizada utilizando os seguintes parametros: em um volume final de
20pl, foi utilizado 10 ul de MasterMix 1X(Promega®), 0,5ul de cada primer, 7,0ul de agua
DEPC e 2,0 ul de DNA. Os primers utilizados foram os seguintes: primer A (senso): 5'-
CCTATCCCTACTTCCCCC-3, o primer G (senso): 5’CCTATCCCTACTTCCCCT-3’ e um
primer Genérico (antisenso): 5"CCTATCCCTACTTCCCCT 3’.

A reacdo foi incubada no termociclador PTC-100 (MJ Research) nas seguintes
condicdes de amplificacdo: um ciclo de desnaturacéo inicial de 94°C por 3 minutos, seguidos
por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minutos, 59°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e
um ciclo de extensdo final a 72°C por 5 min. O tamanho do produto amplificado foi de 152
pb.

Apobs a PCR os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampdo TAE (Tris Acetato a 400 mM e EDTA a 10 mM). Foram aplicados 9 ul do
produto da ARMS-PCR, diluidos em 0,5ul de tampé&o de corrida Blue Green (LGC Bio). Foi
aplicado no gel 5ul do marcador de peso molecular(ladder) de 100 pb (Invitrogen). A

separacao eletroforética foi realizada a 80V por 30 min.

4.5 Estudo Bioquimico

Foram colhidos através de puncdo venosa a vacuo, 6 mL de sangue, em tubo seco
com gel separador. Apos a formacao de coagulo, o material foi submetido a centrifugacédo de
3.000 RPM durante 5 minutos para obtencdo de soro.

A dosagem bioquimica da proteina C reativa ultra-sensivel (VR: 0,0 a 5,0 mg/dL) foi
realizada no setor de bioquimica do laboratorio de andlises clinicas do Pronto Socorro
Cardioldgico de Pernambuco (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco (UPE). A referida
dosagem foi processada por metodologia automatizada, nefelometria, do equipamento
COBAS INTEGRA 400 PLUS da marca ROCHE®.
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4.6 Andlise hematoldgica

Foram colhidos através de puncdo venosa & vacuo, 5 mL de sangue, em tubo com
EDTA (anticoagulante), para obtencdo de sangue total. Foram também confeccionados no
momento da coleta, estiragos em lamina de microscopia que foram posteriormente corados
através de corantes pandticos rapidos.

Os exames hematoldgicos (hemograma completo e VSH) foram realizados no setor de
hematologia do laboratério de andlises clinicas do Pronto Socorro Cardiologico de
Pernambuco (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco (UPE). O hemograma foi
realizado por metodologia automatizada do aparelho XD-2100 da marca SYSMEX®, seguido
de revisao microscépica da lamina pelo pesquisador. Ja o VSH foi realizado por metodologia
manual (método de Wintrobe).

4.7 Analise Estatistica

A existéncia de associacdes entre variaveis categoricas foi realizada utilizando o teste
de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, de acordo ao tamanho das amostras. A magnitude
dessas associacdes foi estimada com o odds ratios (OR), utilizando intervalos de confianca de
95%. As comparacdes de distribuicdo entre variaveis continuas foram realizadas através de
métodos ndo parameétricos (Testes de Mann-Whitney, Wilcoxon ou Kruskal-Wallis). Todos 0s
testes foram de duas caudas e um valor de p menor que 0,05, indicativo de significancia
estatistica. Foram calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos

analisados. Para estas analises foram utilizados os programa BioEstat 5.0 e Prisma 3.0..
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ABSTRACT

Crohn’s Disease (CD) is a recurrent chronic inflammatory disease characterized by segmental
transmural inflammation that may affect any part of the digestive tract. Polymorphisms in
cytokines genes may play an important role in the development and clinical manifestation.
Due to this, there is a great interest in the identification of biomarkers that which could
quantify the susceptibility and disease activity. A case—control study of 49 CD cases and 132
CD-free adults controls, was performed to analyze whether or not the polymorphisms of the
TNF-o gene promoter at positions -308 G/A and IL-10 gene promoter at positions -1082 G/A
would alter the risk for CD and clinical manifestations. Genotyping was carried out by
polymerase chain reaction, PCR products to TNF-a polymorphism were digested by Ncol
restriction enzyme and fractionated after on 2% Agarose gel and visualized posteriorly
staining by ethidium bromide, while the PCR products to IL-10 polymorphism were
fractionated on 1.5% Agarose gel and visualized posteriorly staining by ethidium bromide.
There were not significant differences in the distribution of the TNF-a and IL-10 gene
polymorphisms between the CD and control groups. Moreover, no association was observed
between genotypic distribution of CD patients and localization or behavior’s disease. Our data
support the hypothesis that the TNF-a/IL-10 genotypes did not play an important role in

pathogenesis of Crohn’s disease in Brazilian Northeast.

Keywords: Crohn’s Disease; Cytokines; Tumor necrosis factor alpha; Interleukin 10;
Polymorphisms.
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1. INTRODUCTION

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory disease characterized by segmental
transmural inflammation that may affect any part of the gastrointestinal tract. Its evolution
may be complicated with the development of internal or enterocutaneuos fistulas [1]. The
symptoms of CD tend to be more varied, depending on its site in the digestive tract, and can
occur in a mild, moderate or severe form characterized by cycles of remission and active
disease [2]. Functional changes of the intestinal mucosa and systemic biochemical laboratory
findings of CD patients are partially attributed to an increased secretion of proinflammatory
cytokines in the small and large bowel lamina propria [3].

Pro-inflammatory cytokines involved in CD are part of a complex signaling network
that is not completely understood. TNF-a is an important pro-inflammatory cytokine that is
involved in systemic inflammation, and stimulates acute phase reactions [4]. Several SNPs in
the TNF-o promoter region are known to affect the level of gene expression. Two SNP’s
located at nucleotides -238 and —308 has been previously described that a G/A substitution at
position -308 in the promoter region of the TNF-a gene increases TNF-a transcription [5-6].
Such variations in the TNF-a promoter region have previously been associated with
susceptibility to a range of immune disorders, including asthma [7], psoriasis [8], rheumatoid
arthritis [9] and CD [10-15]

Interleukin 10 (IL-10) is a pleiotropic cytokine with strong immunosuppressive
properties. This protein is mainly produced by activated T cells, activated
monocytes/macrophages, stimulated B cells, and mast cells [16]. The 5’-flanking region of the
IL-10 gene is highly polymorphic, with three single base pair substitutions at position —1082
G/A, =819 C/T, and —592 C/A, which results in differential IL-10 production, since the SNP
at position -1082 is lying within a putative ETS-like transcription factor-binding site [17]. The

G allele at —1082 and haplotypes containing this allele have been associated with high IL-10
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production, while the A allele and the ATA haplotype have been associated with low IL- 10
production [18]. Several evidences suggest that IL-10 could be a strong candidate gene
influencing CD susceptibility [19].

Several studies have shown the possible involvement of IL-10 in the pathogenesis of
CD, as well as its association with prognosis [20-21]. Some studies on IL-10 polymorphism
association with IBD and with other diseases have been published, reporting controversial
results [15, 21-25].

The understanding of these cytokines participation in CD not only provides a better
comprehension into the pathogenesis of CD but also sheds light on various clinical
applications.

The aim of this study was to establish the association between TNF-o gene
polymorphism (-308 G/A), IL-10 gene polymorphism (-1082G/A) and CD Brazilian
population and evaluate the relation between this polymorphism with susceptibility and

behavior of CD.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Crohn Disease patients and healthy controls

Blood samples were collected from 49 CD patients from the Gastroenterology Clinic
of the Hospital Bardo de Lucena/SES/PE and Hospital das Clinicas of Pernambuco, Federal
University of Pernambuco and 132 healthy volunteers, with a mean age of 41.81 + 14.6 years
and 32.00 + 10.53 years, respectively. The patients were diagnosed according to the criteria of
the LENNARD-JONES of 1989 [26] and classified according to the Vienna classification
[27]. The Ethics Committee of the Health Sciences Center of Federal University of
Pernambuco approved the study (protocol 222/2010), and written informed consent was

obtained from all subjects.

2.2 Genotyping of TNF-a

Genotyping of the single nucleotide polymorphisms in the promoter region of the
TNF-o gene (-308 G/A) was carried out by polymerase chain reaction. Primer sequences
(forward primer 5°- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’; and reverse primer: 5’°-
TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3") were used. Each PCR contained 200 ng genomic DNA
in a final volume of 15.0ul reaction which included 1.0 pmol of each primer, 1x Gotaq®
ColorLess Master Mix (PROMEGA). PCR was performed on an automated DNA thermal
cycle (Mastercycler personal, Eppendorf) with procedure as follows: initial denaturation at
94°C for 3 min, 30 cycles of amplification consisting of denaturation at 94°C for 1 min,
annealing at 52°C for 1min, extension at 72°C for 1min and in the last cycle, extension was
prolonged to 5 min [28]. The PCR products were digested using 2unit/pl of Ncol restriction

enzyme in a total volume of 25ul, containing 8ul of PCR product in supplied buffer. The
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mixture was incubated at 65°C for 12-16 hours. For the —308 G/A, the PCR product size was
107 pb. After digestion, the PCR product with G and A allele was digested to 3 fragments of
107, 87 and 20 bp. The PCR product with G allele was digested to 2 fragments of 87 and 20
bp. The PCR product with A allele was not digested, shown only one fragment of 107pb. The
digested PCR product was fractionated on 2% Agarose gel and visualized after staining by

ethidium bromide on ultraviolet light.

2.3 Genotyping of IL-10

IL-10 promoter polymorphism at position -1082 was analyzed by the PCR-ARMS
(Amplification Refractory Mutation System). Briefly, a 258 bp fragment containing the
polymorphism was amplified in a DNA thermal cycle machine (Mastercycler personal,
Eppendorf) using specific primers (“A” forward primer 5- ACTACTAAGGCTTCTT-
TGGAA-3’; “G” forward primer 5'-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3" and reverse primer
5-CAGTGCCAACTGAGA-ATTTGG-3") and the condition was 2 min at 95° C, 40 cycles of
15 s at 95°C, 50 s at 65°C and 50 s at 72°C, with a final extension at 72°C for 5 min. The PCR
product was fractionated on 1.5% Agarose gel and visualized after staining by ethidium

bromide on ultraviolet light [29].

2.4 Statistical Analysis

The genotype distributions and allelic frequencies for the TNF-a gene polymorphisms

for CD patients and healthy controls were compared using the chi-squared test. Results were

considered statistically significant when the probability of findings occurring by chance was

less than 5% (P<0.05). The odds ratios (OR) were calculated from genotypic frequency and
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allelic frequency with a 95% confidence interval (CI) for the TNF-a and IL-10 gene

polymorphisms. Statistical comparisons were performed using the BioEstat version 5.0.
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3. RESULTS

The major clinical characteristics of CD population are given in table 1. Overall,
46.9% of patients (23/49) had extraintestinal manifestations. Of all the 49 CD diagnoses in
our study, 16 patients (32.6%) were diagnosed as having non-stricturing/non-fistulizing CD,
14 patients (28.5%) with stricturing CD and 19 (38.9%) with fistulizing CD (Table 1). Only
8.2% patients (4/49) had a positive family history of CD. The frequencies of the genotypes of
-308 G/A of TNF-a in the CD and control groups are shown in Table 2. The distributions of
genotypes of TNF-a gene polymorphism at -308 G/A and of I1L-10 gene polymorphism at -
1082 G/A was in agreement with the prediction under the condition of Hardy-Weinberg
equilibrium. Except the control group to IL-10 gene polymorphism (-1082 G/A).

In the CD group, 80.43% (37/46) of the patients had the G/G genotype, 19.57% (9/46)
G/A genotype and none of the patients had the A/A TNF-a genotype. In the control group,
80.26% (61/76) had the G/G TNF-a genotype, 19.74% (15/76) had the G/A TNF-a genotype
and none controls had the A/A genotype. The statistical analyses did not show significant
differences in the distribution of polymorphism in the promoter region of the TNF-a (-308
G/A) gene between the CD and control groups. Therefore, when we analyzed the genotypic
distribution between localization and CD behavior, these results also showed no statistical
significant difference (Table 3).

In relation to IL-10 gene polymorphism in the CD group, 20.5% (9/44) of the patients
had the G/G IL-10 genotype, 50.0% (22/44) G/A IL-10 genotype and 29.5% (13/44) A/A IL-
10 genotype. In the control group, 8.4% (11/132) had the G/G IL-10 genotype, 74.2%
(98/132) G/A IL-10 genotype and 17.4% (23/132) A/A IL-10 genotype. Once again, no
significant association was observed between susceptibility, behavior and localization with

the IL-10 (-1082 G/A) promoter polymorphism.
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4. DISCUSSION

The tumor necrosis factor (TNF) alpha is a key cytokine in the immune response,
playing an important role in the pathogenesis of Inflammatory bowel diseases (IBD) [4]. The
TNF-o gene is located on chromosome 6 in a region containing the IBD3 locus [30], and
several studies have implicated TNF-a promoter polymorphisms (-308 G/A) as potential
determinants of CD susceptibility. A number of studies have been published on TNF-a
polymorphisms in several populations [7,31-33], mainly focusing in the promoter region of
the gene. In some of these, their results indicated that the TNF-o gene does not contribute to
the risk of developing CD in Spanish [34 ], Australian [25], Czech [35], Irish [8], Brazilian
[36], Dutch [37], Chinese [38], Canadian [39], and Caucasian [40] population. However,
other studies in Belgian [10], Portuguese [13-14], Hungarian [11] and Korean [12, 41]
population did show association between TNF-a -308 polymorphism and CD. In the present
study, we found a statistically no significant association between the polymorphism at
position -308 in the promoter region of the TNF-a gene and CD (Table 2).

Some studies have also reported associations between TNF-a polymorphisms and CD
clinicopathological phenotype, although no clear picture has emerged yet [5, 10, 34]. The A
allele has been associated with high transcriptional promoter activity [5]. These
polymorphisms would therefore lead to severe and sustained inflammation of the digestive
tract and ultimately to the development of CD. We have not found any other association
between disease localization and behavior of CD with the TNF-a promoter polymorphism.
Similar outcomes were found in Portuguese [13-14] and Dutch population [37]. However,
Louis and coworkers [10] studying a Belgian population found association between TNF2 and
behavior and CD colonic, while Sanchez and coworkers [15] found the TNF1/TNF1 genotype
associated with the upper digestive tract and the TNF1/TFN2 genotype with the terminal

ileum location in Canadian population. Thus, it is interesting to speculate that the variability

39



in the results may be due to genetic/ethnic variations among different populations and/ or the
presence of different phenotypes among the patients in different studies.

In fact, the actions of cytokines may be deeply conditioned by the presence of other
cytokines, particularly in the case I1L-10 and TNF-a, which are mutually regulated and play
opposing functional roles in inflammatory responses. Whereas TNF-a. is a prototype of a pro-
inflammatory molecule, IL-10 is manly recognized for its anti-inflammatory activity [42],
thus, IL-10 is a key player in the homeostasis of the intestinal immune system. Due to its anti-
inflammatory effects they are significant for the development and maintenance of chronic
inflammation and autoimmune disorders, including IBD [22]. It has been traditionally
hypothesized that patients with IBD would be more likely to have an IL-10 low producer
genotype, especially CD, considered a Tyl-mediated disease [23]. Polymorphisms in the
promoter region of IL-10 have been reported to influence gene expression, one of them, the
SNP at the IL-10 —1082 position has been associated with conflicting results to contribute to
the risk of developing CD [15,21-25].

There is some evidence that the 1L-10-1082A allele results in a lower production of
IL-10 protein compared with the —1082G allele [43], and it is known that patients with low
IL-10 levels have a high CD susceptibility [20-21,24]. In this study it was observed a great
number of IL-10 -1082A/A genotype in patients group, however, it has not demonstrated
significant difference. Similarly to our outcomes, previous studies were unable to find
association between CD susceptibility and the IL-10 promoter polymorphism in Canadian
[15], Danish [22], Korean [12], Ireland [8] and Spanish population [23]. In addition, we
evaluated whether the SNP (-1082 G/A) could influence in the localization or behavior of
CD, although none significant association was found. The same was observed by Koss in
Caucasian [44], nevertheless, Fowler [25] and Sanchez [15] studying Australian and Canadian

population, observed a significant association between G/G genotype with CD behavior and
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colonic location, respectively. Several reasons could explain this discrepancy on the effect of
the genotypic distribution on behavior or localization of CD: genetic heterogeneity of the
clinical populations examined, different definitions of CD phenotypes among different
populations and perhaps environmental factors may also contribute to CD behavior.

In conclusion, our observations suggest the -308 TNF-a and -1082 IL-10
polymorphism don’t contribute to predispose individuals to localization, behavior or CD

susceptibility in Brazilian population.
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Table 1. Clinical characteristics of the CD group

Clinical Characteristics
Age at diagnosis
<40 years
> 40 years
Sex
Male
Female
Location
Colonic
Small bowel
Upper GlI
Mixed location
Behavior
Non-stricturing/non-fistulizing
Stricturing
Fistulizing
Extraintestinal manifestations
Arthritis/Artralgia
Psoriasis
Ankylosing spondylitis
Pyodermitis
Erythema nodosum

Patients, n = 49 (%)

31 (63.3)
18 (36.7)

26 (53.1)
23 (46.9)

13 (31.7)
8 (19.5)
1(2.4)

19 (46.4)

16 (32.6)
14 (28.5)
19 (38.9)
(n=23)
18 (36.7)
1(2.1)
1(2.1)
2(4.2)
1(2.1)

Complete clinical information according to the Vienna classification [27] modified.
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Table 2. The frequencies of the genotypes and allelic of -308 G/A of TNF-a and -1082

G/A of IL-10 in the CD and control groups

TNF-a CD patients ~ Controls 2 q .
(-308G/A) n=46(%)  n=76(%) 1 (P value) CREn el P
Genotype
GG 37 (80.43) 61 (80.26)
GA 9 (19.57) 15 (19.74)
AA 0 0
GG/GA+AA 37/9 61/15 0.001(0.9816) 1.0109(0.402-2.541) NS
Allelic
G 83 (90.2) 137 (90.1)
A 9(9.8) 15(9.9) 0.000(0.9826) 1.0097(0.422-2.410) NS
IL-10 CD patients Controls 2
(-1082G/A)  n=44(0%) n=132%)  *(Pvalue) QR e El) p*
Genotype
GG 9(20.5) 11 (8.4)
GA 22 (50.0) 98 (74.2)
AA 13 (29.5) 23 (17.4)
GG+GA/AA 31/13 109/23 2.980 (0.0843) 1.9874 (0.9033-4.3723) NS
Allelic
< 048 120548 o0 : :

*P values are in comparison with the control group.

NS: not statistically significant.
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Table 3. TNF-o and IL-10 gene polymorphism in various phenotype of
Crohn’s disease (CD): proportions of genotypes (%)

TNF-a GG TNF-a GA+AA  »*(P value)

Colonic CD (n=12) 83.3(10) 16.6 (2)

Small bowel CD (n=8) 100 (8) 0

Upper GI CD (n=1) 100 (1) 0

Mixed location (n=19) 73.6 (14) 26.3 (5)

Single versus Mixed 19/14 2/5 1.938 (0.1628)

Non-stricturing/non-

fistulizing (n=16) 87.5(14) 12.5(2) Reference
Stricturing (n=14) 78.6 (11) 21.4 (3) 0.429 (0.5127)
Fistulizing (n=16) 75.0 (12) 25.0 (4) 0.821 (0.3650)

IL-10 GG+GA IL-10 AA ¥*(P value)

Colonic CD (n=13) 69.2 (9) 30.8 (4)

Small bowel CD (n=8) 71.4 (5) 28.6 (2)

Upper GI CD (n=1) 100 (1) 0

Mixed location (n=16) 56.3 (9) 43.7 (7)

Single versus Mixed 15/9 6/7 0.918 (0.3388)

Non-stricturing/non-

fistulizing (n=15) 73.3(11) 26.7 (4) Reference
Stricturing (n=10) 60.0 (6) 40.0 (4) 0.490 (0.4838)

Fistulizing (n=19) 7 73.7 (14) 7 26.3(5) ~0.001 (0.9816)
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RESUMO

Introdugdo: A avaliacdo dos pacientes com doenga inflamatéria intestinal (DIl) é muitas vezes
complexa, exigindo uma combinacdo de achados clinicos, laboratoriais, endoscépico, histopatologico
ou radiolégico. A implementacdo da estratégia de diagndstico, utilizando biomarcadores nao
invasivos, é necessario. Obijetivos: tracar um perfil de marcadores inflamatérios sanguineos,
utilizados rotineiramente na pratica clinica, em relacdo a forma anatomo-clinica da doenca de Crohn e
analisar as diferencas deles de acordo com este comportamento. Pacientes e métodos: Foram estudos
49 pacientes ambulatoriais (entre 14 a 81 anos) com diagndstico de Doenca de Crohn. Durante a
consulta clinica foi realizada entrevista para obtengdo de dados clinico-epidemioldgicos atraves do
preenchimento de ficha clinica personalizada. Também foi coletado sangue venoso periférico, para
realizacdo das analises hematoldgica e bioguimica. Resultados: A idade média dos participantes foi
de 41,8 anos e o0 género predominante foi 0 masculino (53,1%.). A idade de diagnostico da doenca foi
maior em individuos com idade inferior a 40 anos de idade, com 31/49 (63,3%). Em relacdo a
localizacdo da doenca prevaleceu a ileal 22/49 (44,9%), seguida pela colénica 14/49 (28,5%). Em
relacdo aos exames laboratoriais utilizados como marcadores inflamatérios, VSH e proteina C reativa
ultra-sensivel (PCR), estavam aumentados em 32/49(65,3%) e em 28/49(57,1%), respectivamente, do
total dos pacientes estudados. Quando analisamos estes marcadores nas formas anatomo-clinicas,
separadamente, a fistulizante foi a forma que apresentou a maior parte dos pacientes com elevacdo
deles, com 78,9% para ambos os testes. Nao foi encontrado diferenga estatistica entre os marcadores
utilizados e as diferentes formas anidtomo-clinicas da doenca. Conclusdo: A PCR e o VSH sdo
poucos dispendiosos e sdo testes mais simples de utilizar do que os indices de atividade que
consomem tempo e sdo um pouco complexos. Portanto, é Gtil para avaliar atividade da DC. Os nossos
resultados sugerem que a PCR é de medigdo importante na pratica didria, mas que seu impacto clinico
e terapéutico tera de ser complemantado com estudos posteriores.
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Introducéo

A avaliacdo dos pacientes com doenca inflamatoria intestinal (DII) é muitas vezes
complexa, exigindo uma combinacdo de achados clinicos, laboratoriais, endoscopicos,
histopatolégicos ou radioldgicos (NAKAMURA et al., 2003). O diagnostico da DIl,
particularmente da doenca de Crohn (CD), é frequentemente perdido ou retardado, devido a
natureza ndo-especifica de sinais e sintomas intestinais e extra-intestinais (MEUWIS et al,
2007).

A implementagdo da estratégia de diagndstico, utilizando biomarcadores néo
invasivos, € necessario. Estes biomarcadores tém o potencial de evitar procedimentos
invasivos desnecessarios, ou seja, avaliacdes diagndsticas que podem resultar em desconforto
e em possiveis complicagcbes (MENDOZA; ABREU, 2009). A presenca de inflamacao
intestinal ativa nas DIl estd associada com uma reacdo de fase aguda e migracdo dos
leucdcitos para o intestino, desencandeando na producéo de varias proteinas, que podem ser
detectadas no soro, tais como proteina C-reactiva (PCR) ou fezes, como calprotectina fecal
(GISBERT et al., 2007).

Escores de atividade de doenca clinica e exames laboratoriais (em particular, os
marcadores inflamatorios: velocidade de sedimentacdo das hemécias, VSH, e proteina C-
reativa) sdo usados para determinar a gravidade da doenca inflamatoria intestinal
(LANGHORST et al., 2008). A capacidade para determinar o tipo, gravidade, progndstico e
resposta a terapia de DII, utilizando biomarcadores tem sido um objetivo dos investigadores
clinicos (SOLEM et al., 2005).

Sob circunstancias normais a PCR é produzida por hepatocitos em quantidades baixas
(1 mg/dL). No entanto, ap6s um estimulo de fase aguda, tais como uma inflamacdo, os
hepatocitos aumentam rapidamente a producdo de PCR sob a influéncia de interleucina (IL)-
6, factor de necrose de tumoral (TNF-a) e IL-1pB, e pode atingir niveis maximos de 350-
400mg/dL (KAROQUI et al., 2007). H4 uma heterogeneidade notavel na resposta da PCR
entre a DC e RCUI, considerando que a DC ¢ associada com uma resposta forte da PCR e a
RCUI tem apenas uma resposta modesta ou ausente da PCR (VERMEIRE, S et al., 2006).
Outra possivel explicacdo é baseada no fato da inflamagdo no caso da RCUI ser limitada a
mucosa do célon, enquanto que na DC é transmural e, portanto, ha um efeito sistémico maior
(GISBERT et al., 2007).
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O VSH mede a velocidade que as hemécias sedimentam em um tubo capilar.
Inevitavelmente, o0 VSH depende da concentragdo plasmatica e do nimero e tamanho dos
eritrécitos, portanto certas situagbes como anemia, policitemia, e talassemia
afetam o VSH (VATAY et al., 2003). Ao contrario ao que acontece com a PCR, os valores
do VSH parecem ser bastante similares em pacientes com DC e RCUI (GISBERT et al.,
2007). O mecanismo pelo qual os valores elevados de RDW estdo associados a atividade das
DIl (doencas inflamatdrias intestinais) é desconhecido. RDW é uma medida quantitativa da
anisocitose, que é a variabilidade no tamanho do didmetro dos eritrocitos. O RDW é aferido
por analisadores automatizados de hematologia que sdo utilizados para realizar os
hemogramas. Uma elevacdo no RDW pode ocorrer em condi¢des de producao ineficaz das
hemaécias (deficiéncia de ferro, vitamina B12 ou folato, e hemoglobinopatias), aumento da
destruicdo das hemacias (hemolise), ou depois de transfusdes de sangue (SEOK, C. et al.,
2011). Citocinas pro-inflamatorias tém sido estudadas na inibigé&o da eritropoietina. Assim, a
inflamacdo pode levar a anisocitose através da liberagdo de hemacias imaturas para a

circulacéo periférica (LIPPI et al., 2009).

Estudos recentes tém sido conflitantes sobre a capacidade do VSH
e da PCR prever a atividade da doengca na RCUI, mas outros trabalhos tém demonstrado que
0 local da doenca tem um grande impacto nestes parametros laboratoriais, por exemplo, a
inflamacédo restrita ao reto ou colon sigméide apresenta VSH e PCR baixos (RODGERS;
CUMMINS, 2007) apesar do paciente apresentar um quadro grave da doenca. Na DC, o VHS
correlaciona bem com doenca limitada ao colon, mas ndo relacionada com o intestino
delgado (SIDOROFF, 2010).

O objetivo principal deste trabalho foi tracar um perfil de marcadores inflamatérios
sanguineos, utilizados rotineiramente na pratica clinica, em relacdo a forma anatomo-clinica
da doenca de Crohn e analisar as diferencas deles de acordo com este comportamento. O
indice de atividade da doenca de Crohn (CDAI), a hemoglobina (Hb) e a amplitude de

distribuicdo das hemécias (RDW) também foram avaliados.
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Metodologia:

Foram selecionados 49 pacientes (entre 14 a 81 anos) com diagndstico de Doenca de
Crohn, que séo regularmente atendidos no Servi¢o de Gastroenterologia/Coloproctologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no servico de
Proctologia do Hospital Bardo de Lucena SES/PE, no periodo de janeiro/2011 a julho/2011.

O critério de inclusdo foi o diagnéstico confirmado de DC estabelecido por meio de
achados clinicos, radioldgicos, endoscopicos e histopatoldgicos, de acordo com os critérios da
classificagdo de Lennard-Jones (1989). Todos estes pacientes foram classificados de acordo
com a forma anatomo-clinica predominante (inflamatdria, fistulizante ou estenosante),
baseados na classificagdo de Vienna (GASCHE et al., 2000).

Como critérios de exclusdo foram dispensados aqueles pacientes com colite
indeterminada ou que tenham sofrido qualquer processo cirurgico recente devido a distarbios
gastrointestinais. Tambem foram excluidos da pesquisa aqueles pacientes que ndo nasceram
no Brasil.

Os exames laboratorias foram realizados a partir de amostras de sangue venoso
periférico, obtido durante consulta médica seguida de entrevista com o pesquisador para
obtencdo de informacdes clinico-epidemioldgicas através do preenchimento do questionario.

O hemograma completo foi realizado por metodologia automatizada do aparelho XD-
2100 da marca SYSMEX®, seguido de revisdao microscdopica da lamina pelo pesquisador. Ja o
VSH foi realizado por metodologia manual (método de Wintrobe). A dosagem da proteina C
reativa ultra-sensivel, foi realizada por metodologia automatizada, nefelometria, do
equipamento COBAS INTEGRA 400 PLUS da marca ROCHE®. Todos 0s exames
laboratoriais foram realizadas no laboratorio de analises clinicas do Pronto Socorro
Cardioldgico de Pernambuco (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco (UPE).

Os  parametros  utlizados foram os  seguintes:  hemoglobina  (Hb,
faixa de 14-18 g / dl para homens e 12-16 g / dl para mulheres), contagem total de leucocitos
(WBC, faixa de 4.000-10.000 / mm®), contagem de plaquetas (PLT, faixa de 150,000-450,000
/ mm®), e coeficiente de variacdo de distribuicdo das hemacias (RDW, faixa de 11-14%). Os
niveis de normalidade para o VSH e da PCR foram de 20 mm / h e 0-5,0 mg / dlI,
respectivamente (CAKAL et al., 2009).

O projeto foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa do CCS/UFPE sob
namero de protocolo n°: 222/10, folha de rosto n°: 349673 e CAAE n°: 0223.0.172.000-10.

53



As medidas obtidas foram submetidas ao estudo estatistico utilizando-se a obtencao de
médias, desvio-padrdo e o teste de Tukey, atraves do Software PRISMA 3.0. Em todos os
casos, foi considerado como nivel de significancia para rejeicao da hipdtese nula um valor de
p<0,05.
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Resultados:

Foram estudados um total de 49 pacientes de ambos 0s géneros, no qual predominou o
masculino com 26/49 (53,1%) dos participantes (tabela 1). Participaram do estudo individuos
entre 14 e 81 anos de idade com uma média + DP de 41,8+14,7 anos. A faixa etaria com
maior prevaléncia da Doenca de Crohn foi a de adultos jovens (26 a 41 anos) com 19/49 (38,
7%).

A idade de diagnéstico da doenga foi maior em individuos com idade inferior a 40
anos de idade, com 31/49 (63,3%). Em relacdo a localizacdo da doenca prevaleceu a ileal
22/49 (44,9%), seguida pela colbnica 14/49 (28,5%). Apenas 3/49 (6.1%) apresentaram a
doenca no trato gastro intestinal (TGI) superior.) (tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas de acordo com a Classificacdo de Vienna (1998)

modificado.
Caracteristicas clinicas Pacientes, n(%)
Idade de diagnéstico:
<40 anos 31 (63.3%)
> 40 anos 18 (36.7%)
Género:
Masculino 26 (53.1%)
Feminino 23 (46.9%)
Localizacdo;
leal 22 (44.9%)
Colon 14 (28.5%)
lleo-colonica 10 (20.5%)
TGI superior 3 (6.1%)
Forma anatomo-clinica:
Inflamatoria 16 (32.6%)
Estenosante 14 (28.5%)
Fistulizante 19 (38,9%)

Em relacdo aos exames laboratoriais utilizados como marcadores inflamatorios, VSH
e proteina C reativa ultra-sensivel, estavam aumentados em 32/49 (65,3%) e em 28/49
(57,1%), respectivamente, do total dos pacientes estudados. Quando analisamos estes
marcadores nas formas anatomo-clinicas, separadamente, a fistulizante foi a forma que
apresentou a maior parte dos pacientes com elevacao deles, com 78,9% para ambos 0s testes.
Ja a forma que apresentou uma elevacdo mais branda, destes exames, foi a estenosante com
7/14(50%) e 4/14(28,5%) dos pacientes, respectivamente (grafico 1).
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Graéfico 4: Perfil de alteracao (em %) dos marcadores inflamatorios de acordo com a forma anatomo-
clinica da DC.

Apesar dos valores do VSH e da PCR estarem elevados em todas as formas anatomo-
clinicas (tabela 2), ndo houve significancia estatistica (p>0,05) para usarmos estes marcadores
como ferramentas capazes de diferenciar uma forma da outra (graficos 2 e 3). O indice de
atividade inflamatoria na Doenga de Crohn, conhecido como CDAI (Crohn’s Disease Activity
Index) (BEST et al, 1976), obtido a partir de dados clinicos e laboratoriais do paciente, esteve
abaixo de 150 para todos os individuos pesquisados, categorizando os pacientes hum quadro

de remisséo da doenca.

Tabela 2: Meédias e desvio-padrdo do CDAI, do VSH e da PCR em relacdo a forma

anatomo-clinica da DC.

Forma anatomo-clinica Média do Média do Média da
(n) CDAI + DP VVSH (mm/h) + DP  PCR (mg/dL) + DP
Inflamatédria (n=16) 47 £37.1 26.1+16.9 9.8+13.2
Estenosante (n=14) 47.8+ 28.9 23.0+£19.2 53197
Fistulizante (n=19) 69.6 +£44.8 29.6 £16.4 18.8 +23.1
Total (n=49) 56 +39.1 26.6 £17.2 12.0+17.7
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Graéfico 5: Comparacdo dos valores médios dos resultados do VSH entre as formas clinicas da DC.
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Gréfico 6: Comparagdo dos valores médios dos resultados da PCR entre as formas clinicas da DC.

Os niveis de Hb nos pacientes do sexo masculino se apresentaram abaixo dos valores
de referéncia (14g/dl) nas formas estenosante e fistulizante. Nos pacientes do sexo feminino,
0s niveis de Hb permaneceram dentro dos padrdes de normalidade em todas as formas
anatomo-clinicas (12-16g/dl). Os valores de RDW ficaram acima dos valores de referéncia
(11-14%) nas formas estenosante e fistulizante (tabela 3). Embora, em algumas formas
clinicas, a Hb e 0 RDW estarem fora dos valores de normalidade estabelecidos no estudo, a
diferenca entre elas néo foi significante (p>0,05).
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Tabela 3. Médias e desvio-padrdo da Hb e do RDW em relagdo a forma andtomo-clinica da
DC.

Forma anatomo-clinica (n) Média Hb(g/dL) Média RDW+ DP (%)

Masc/Fem
Inflamatoria (n=16) 14.5/12.6 13.9£1.1(43.7)
Estenosante (n=14) 13.9/12.0 14.5 £ 1.9(50.0)
Fistulizante (n=19) 13.0/12.5 14.6 + 2.0(57.8)
Total (n=49) 13.7/12.4 14.3 +1.7(51.0)
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Discusséo e concluséo

O objetivo do estudo foi analisar se os valores de PCR e VSH se encontravam
alterados na DC e se valores para estes marcadores apresentavam diferenca estatistica entre os
fendtipos da doenca. Estudou-se também a associagdo com outros marcadores laboratoriais
(hemoglobina e RDW) e com o indice de atividade da doenca de Crohn (CDAI).

O CDAI ¢ o indice mais utilizado tanto na prética quanto em ensaios clinicos. No
entanto, ele tem algumas limitacdes: este escore requer a coleta de dados diariamente durante
os 7 dias que precedem a consulta, podendo ocorrer uma variabilidade inter observador
consideravel. Além disso, o0 CDAI ndo é preciso em pacientes que tenham sido submetidos a
resseccOes ileo-colbnicas ou que tiveram a forma fistulizante da doenca (CHAMOUARD et
al., 2006; FILIK, 2006).

Alguns autores, portanto, tentaram avaliar a atividade da DC por outros meios, em
especial por marcadores bioldgicos disponiveis na pratica atual (VERMEIRE, S et al., 2006).
Dentre estes marcadores, a PCR representa 0 parametro mais importante, utilizado em varias
fases de tratamento nas doencas inflamatdrias do intestino, particularmente na doenca de
Crohn (VERMEIRE, SEVERINE et al., 2004)

A dosagem da PCR tem sido utilizada como um marcador de inflamacgéo intestinal
durante o acompanhamento de pacientes com DII, mas a associacdo entre niveis de PCR e 0
grau de inflamacdo é mal documentado (FLORIN et al., 2006, SOLEM et al., 2005). No
presente estudo, nenhuma diferenca na resposta da PCR foi observada entre os fenotipos da
doenca de Crohn de acordo com a classificacdo de Vienna, apesar das dosagens estarem
acima dos valores normais em 57,1% do total de pacientes estudados.

Solem (2005), encontrou uma associacgéo significativa entre um nivel de PCR elevada
(> 8 mg/dL) com DC ativa e inflamacéo endoscdpica e histologica, mas sem o uso de indices
de atividade clinica. Chamouard (2006) identificou uma relacao significativa entre o valor de
PCR, informacdes clinicas e indices representados pelo CDAI e pelo Van Hees. Por outro
lado, alguns estudos mostraram que os niveis de PCR ndo foram diferentes entre pacientes
sem atividade da doenca e aqueles com algum sinal endoscépio de inflamagdo no intestino
(COLOMBEL et al., 2006)

Estudos recentes tém demonstrado que os pacientes com Doenca de Crohn apresentam
uma maior producdo de PCR, em relacdo aos pacientes com RCUI, devido a inflamacéo
trasmural da parede do intestino. Pacientes com DC com envolvimento do colon apresentaram
valores de PCR superiores aos dos pacientes com RCUI com colite extensa, indicando que a

extensdo da doenca provavelmente ndo é um fator importante. No estudo também ndo foi
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observado diferenga dos valores de PCR entre os fenétipos da doenca (HENRIKSEN et al.,
2008).

Rodgers (2007), observou valores aumentados e crescentes de PCR e VSH de acordo
com a gravidade da doenca (remissdo, leve, moderada e grave), porém os resultados
encontrados ndo foram estatisticamente significativos em relagdo ao quadro clinico da doenga.
Um estudo recente encontrou dosagens de PCR mais baixas em pacientes com doenca
predominantemente ileal, mesmo com a doenca clinicamente ativa (FLORIN et al., 2006).
Isso indica que tanto a PCR e 0 VSH sdo mais sensiveis & DC localizada no célon do que no
ileo. O estudo de Fagan (1989) mostrou que tanto a PCR como o VSH tiveram boa correlacdo
com a atividade da doenca, porém a correlagdo foi melhor com a PCR. No mesmo estudo foi
associado o aumento de PCR com les6es endoscopicas e lesbes ativas em bidpsias.

Vermeire (2006) concluiu que os marcadores laboratoriais, VSH e PCR, foram Uteis,
porém se observou uma heterogeneidade na resposta. Rodgers (2007) encontrou marcadores
(PCR e VSH) elevados em alta porcentagem dos casos com doenca inflamatoria ou
fistulizante. Aqueles com doenca estenotica, no entanto, apresentaram uma pontuacéo clinica
alta, na auséncia de marcadores de inflamacdo. Em alguns casos, mesmo na doenca
quiescente e leve, houve elevacdo dos niveis de VSH e PCR, indicando a inflamacéo continua
na auséncia de sintomas. Chamouard (2006) identificou uma relacdo significativa entre o
valor de PCR, informacg6es clinicas e indices representados pelo CDAI e pelo Van Hees.
Porém, ndo encontrou relacdo estatistica entre os valores de PCR, comportamento e
localizagdo da doenca, semelhante ao presente estudo.

A PCR foi demonstrada ser um marcador mais sensivel da atividade da doenca do que
0 VSH, particularmente na DC. Rodgers (2007) relatou que tanto na RCUI quanto na DC, a
percentagem de pacientes com VSH e PCR elevados, seus niveis médios eram comparaveis
para cada fase, localizacdo e gravidade da doenca clinica. Nos casos com comportamento
fistulizante da DC, o VSH foi mais elevado a do que a PCR (78,6% e 31%, respectivamente).
Em nosso estudo, estes marcadores também se encontraram em valores mais elevados nos
pacientes com a forma fistulizante, porém em igual porcentagem (78,9%) para ambos 0s
marcadores.

O melhor marcador de laboratorio para diferenciar os pacientes normais com 0s
pacientes com DIl foi a PCR, onde 100% dos pacientes com DC e apenas 60% dos pacientes
com RCUI tinham esse marcador aumentado. O VSH foi o segundo melhor marcador, com
85% dos pacientes com DC e apenas 23% dos pacientes com RCUI (VERMEIRE, S et al.,
2006).
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Filik (2006) encontrou uma relac&o estatistica significante (p=0,001) entre os niveis de
PCR e atividade endoscopica, porém ndo encontrou diferenca estatistica significante entre o
CDAI e a atividade endoscopica, demonstrando as limitacdes deste indice. Supostamente a
gravidade clinica depende mais da inflamacg&o transmural que € tipico desta doenca do que as
lesBes superficiais acessiveis pela endoscopia.

Um estudo de pacientes pediatricos com DII, comparando a localizacdo isolada da
doenca com os valores de PCR alterados, encontrou um p= 0,02 comparando as médias
logaritimas dos valores de PCR da localizacéo ileal e colbnicas, isoladas. J4 o VSH néo foi
relacionado nesta comparacdo. A sensibilidade e a especificidade foram maiores para 0s
valores de PCR elevados (90% e 97%, respectivamente) do que para os valores de VSH
elevados (73%, e 79%, respectivamente) (TSAMPALIEROS et al., 2011).

Outro estudo também em pacientes pediatricos com DII, encontrou uma correlacéo
positiva entre os valores de PCR e o PCDAI (indice de Atividade da Doenca de Crohn
Pediatrico), onde os valores aumentados de PCR se correlacionaram com os escores elevados
de PCDAI (p<0,0001). Além disso, a PCR , usando um ponto de corte < 3, teve uma
sensibilidade de 86% e uma especificidade de 64%, quando comparado um PCDAI<10,
utilizado para prever a doenga inativa, com um PCDAI > 10 que determina atividade da
doenca. Foi encontrado também uma diferenca estatistica significante (p<0,001) entre os
graus de atividade da doenca inativa e ativa ( leve, moderada e severa) e os niveis de PCR,
porém nenhuma diferenca foi encontrada (p=0,136) entre os os graus leve e moderado. Os
valores aumentados de PCR também estiveram relacionados com a localizacdo da doenca,
onde foi encontrado um p=0,0046 da localizacdo ileocolénica em relacdo a colénica. Houve
uma diferenca significativa (p=0,007) entre o VSH e as formas inativa e a ativa, entretanto
ndo houve diferenca estatistica entre os valores de VSH e as formas ativas. Foi encontrado
uma correlacdo positiva (p<0,0001) entre os valores de VSH e PCR, e também entre 0s
valores de VSH e PCDAI(p<0,0001). Usando um cut-off <14 para o VSH, encontrou-se uma
sensibilidade de 70% e uma especificidade de 79%, quando comparados um PCDAI<10
(doenca inativa) a um PCDAI>10 (doenga ativa) (TILAKARATNE et al., 2010).

Até o0 momento ndo existe terapia médica que tenha sido demonstrado em reduzir a
producdo de PCR pelos hepatdcitos, portanto, um decréscimo na concentracdo de PCR deve
ser o resultado de que uma reducdo da inflamacdo intestinal causada pela terapia médica ou
uma variacdo natural na atividade da doenca, ou ambos (HENRIKSEN et al., 2008).

Nivel de PCR tem sido recentemente proposto como um fator preditivo de resposta ao

tratamento da doenca inflamatdria intestinal. Os niveis normais de PCR foram associados
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com uma melhor resposta terapéutica de Infliximab, CDP571, CDP870 e natalizumab (FILIK
et al, 2006, SANDBORN et al, 2005, SIDOROFF et al, 2010).

Consigny (2006) mostrou que uma PCR> 20mg/L associado a um VSH > 15mm pode
ocorrer uma recaida com uma sensibilidade de 89%. Florin (2006) notou que apesar de haver
uma correlacédo da atividade da DC com a PCR, essa relagéo pode ser baixa em pacientes com
a doenca ativa. Embora varios marcadores laboratoriais foram investigados na DII, nenhum
foi mostrado para ser ideal ou superior as nossas atuais ferramentas de diagnostico. No
entanto, a PCR é um marcador Util e deve ser preferida em DC, pois se correlaciona bem com
atividade da doenca. Considerando fase aguda outro reagentes e marcadores de inflamacao
como o VSH também fornecem informagfes confiaveis sobre a atividade da doenca. Sua
meia-vida mais longa e a interferéncia com outros fatores tornam-os menos Util em pratica
clinica em comparacdo com a PCR (VERMEIRE, S et al., 2006).

Estudos recentes tém relatado que o RDW se correlaciona com a atividade da doenca
em pacientes com DIl (CAKAL et al., 2009), (CLARKE et al., 2008). Um estudo
desenvolvido para classificacdo das anemias sugeriu 0 uso do volume corpuscular médio
(VCM) e RDW juntos para definicdo da anemia. O RDW é também um sensivel marcador de
deficiéncia nutricional a qual afeta a producdo e maturacdo das hemacias (BESSMAN et al.,
1983).

Em nosso estudo os valores de RDW ficaram acima dos valores de referéncia (11-
14%) nas formas estenosante e fistulizante, 14,5% e 14,6%, respectivamente. Apesar de nas
formas clinicas relatadas o RDW estar fora dos valores de normalidade, a diferenca entre elas

ndo foi significante (p>0,05).

Song (2011), em um estudo retrospectivo, encontrou um aumento do RDW associado
com a atividade e a gravidade da doenca em pacientes com DIl com ou sem anemia, e
apresentando uma precisdo maior que os valores de PCR e VSH. Clarke (2008) também em
um estudo retrospectivo, encontrou uma pequena diferenca, porém estatisticamente
significante (p=0,027) dos valores de RDW entre pacientes com DC e com RCUI. Cakal
(2009), encontrou uma elevacdo do RDW em 78,6% dos pacientes com DC e usando um
ponto de corte de 14,1, encontrou uma sensibilidade de 78% e uma especificidade de 63%
(p=0,002) para este marcador nestes pacientes. O mesmo autor também encontrou a PCR

como marcador mais sensivel e especifico de doenca ativa em pacientes com DC.
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Alguns autores relataram prejudicada a absorgéo intestinal de ferro correlacionada
com a atividade da doenga e marcadores de inflamagdo em pacientes com CD. A deficiéncia
de ferro devido a perda cronica de sangue, a absorcéo deficiente e a falta de ingestdo é um
problema frequente em pacientes com DII, e foi observada em 30-80% de pacientes com DC
e em 81% de pacientes com RCUI. Os pacientes com anemia tém aumento na severidade da
doenca e reducédo da qualidade de vida (SEMRIN et al, 2006, GUAGNOZZI et al, 2006).

Os dados apresentados fornecem uma base para a implementacéo de mais um rigoroso
projeto de estudo com a analise de novos dados, onde 0 RDW pode provar ser clinicamente
um marcador eficaz e de baixo custo. Avaliando o RDW como um marcador adicional para
uma futura avaliacdo inflamatéria da DC, podendo colaborar no diagnéstico e contribuir como
mais uma ferramenta em nossa compreensdo da DC (CLARKE et al., 2008). A elevacéo do
RDW precede as alteragdes dos niveis de VCM e hemoglobina, o que significa que ele pode
ser usado como um marcador de inicio para a avaliacdo da atividade da doenca em pacientes

com DII.

Os mecanismos biologicos subjacentes a esta associacdo € mérito de investigacdo. O
RDW é amplamente disponivel sem custo adicional na rotina hematoldgica laboratorial atual
e € altamente reprodutivel. Sdo necessarias mais pesquisas para determinar se 0 RDW € ou

ndo um instrumento de avaliacdo Util para a atividade da DC em diferentes cenarios clinicos.

Os nossos resultados sugerem que a PCR de medicdo é importante na pratica diaria,
mas que seu impacto clinico e terapéutico terd de ser avaliado em estudos posteriores. Os
valores de PCR isolados ndo pode substituir CDAI ou outros indices de atividade clinica, nem
da avaliacdo clinica. Os estudos combinando varios parametros bioldgicos e morfoldgicos séo

exigidos.

A PCR ¢ pouco dispendiosa e constitui um teste mais facil de utilizar do que os
indices de atividade que consomem tempo e sdo um pouco complexos. Portanto, é Gtil para
avaliar atividade da DC. Estudos adicionais sdo necessarios para incorporar a PCR em indices
ja existentes ou para a definicdo de novos indices incluindo-a. Se a questdo do retorno da
PCR aos valores normais deve ser um objetivo da terapia também merecem avaliacdes

futuras. Marcadores séo Uteis e devem ser integrados na gestéo global do paciente com DII.
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A limitagdo deste estudo foi o tamanho da amostra, relativamente pequena,
especialmente quando os pacientes foram estratificados em subgrupos de acordo com o
fendtipo da DC (inflamatoria, estenosante e fistulizante).

Os médicos, na pratica, dependem de uma combinacdo de histéria clinica, achados ao
exame fisico e investigacGes para determinar a presenca da doenca ativa. Uma melhor
compreensdo da correlacdo entre medidas subjetivas e objetivas pontos (em particular os
marcadores inflamatdrios) ajudard os meédicos na avaliacdo de pacientes com doenca
inflamatoria intestinal.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

v" Os marcadores inflamatdrios estudados se encontraram alterados na maioria dos
pacientes com Doenca de Crohn, porém ndo houve diferenca estatistica significante
entre estes marcadores e as formas anatomo-clinicas da doenca na populacdo estudada.

v Os polimorfismos da TNF-a(-308G/A) e da IL-10(-1082G/A) ndo foram
estatisticamente significante em relacdo ao comportamento (inflamatoria, estenosante
e fistulizante) da Doenca de Crohn na populacéo estudada.

v Estudos posteriores com mais marcadores genéticos, associacdo de marcadores
inflamatorios com indices de avaliagdo da DC e um numero maior de pacientes
necessitam ser realizados para que seja tracado um perfil genético diferencial nas

diferentes manisfestagdes clinicas da DC em nossa populacao.
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Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco(HC/UFPE).

Endereco profissional do pesquisador: Universidade Federal de Pernambuco. Centro de Ciéncias da
Saude. Programa de Pds-graduacdo em Patologia. Av. Prof. Moraes Rego,1235- Cidade Universitaria. Recife-
PE-Brasil CEP: 50670-901. Telefone/Fax: (81) 2126-8529.

Justificativa do trabalho: A nossa populacdo se beneficiara desta pesquisa, pelo fato dos
esclarecimentos que vamos trazer por se tratar de um assunto controverso e carente de informagdes prognosticas
confiaveis e com isso vamos contribuir para diminuir o sofrimento de muitos pacientes melhorando a qualidade
de vida dos mesmos. Vossa participacdo nesta pesquisa consistira em autorizar a coleta de amostras de sangue
através de puncdo venosa durante seus exames de rotina referente ao seu tratamento sob responsabilidade deste
servico médico

Este trabalho tem como objetivo geral: realizar um levantamento genético e laboratorial
(hematolégico e bioquimico) de pacientes portadores da Doenca de Crohn atendidos no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE)

Beneficios do estudo: As informacdes coletadas nesse estudo ajudardo a identificar as alteracdes
genéticas e laboratoriais, que ocorrem em pacientes acometidos pela Doenca de Crohn, como também avaliar se
essas alteracGes tém correlacdo com o quadro clinico e suas repercussdes na qualidade de vida do paciente. A
compreensdo desses mecanismos imunitarios levara a definir novas bases de tratamento clinico e cirlrgico mais
especificos, precisos e eficientes.

Possiveis riscos: O estudo oferece risco minimo a salde, podendo causar certo constrangimento aos
voluntarios, pois eles serdo solicitados a se submeterem a coleta de material bioldgico (sangue venoso) que sera
utilizado para as andlises genéticas e laboratoriais. O mesmo sera informado da possibilidade da ocorréncia de
dor e/ou posterior formacdo de edema no local da puncdo, que sdo eventos fisioldgicos normais e que variam de
pessoa para pessoa.

Caso ndo compreenda o conteido ou qualquer palavra que ha neste termo de consentimento, pergunte
ao investigador, para melhor esclarecimento. Ambas as partes receberdo uma cOpia deste termo de
consentimento para o seu registro.

O senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo sobre: Anélise do polimorfismo génico
em diferentes formas anatomo-clinicas da Doenga de Crohn.

Esse estudo ndo requer nenhum tipo de 6nus para o voluntério, sendo todos os custos de total
responsabilidade do investigador da pesquisa.

Os resultados deste estudo poderdo ser aproveitados para fins de ensino e pesquisa, desde que minha
identidade ndo seja revelada. Reservo-me o direito de interromper a minha participacdo no estudo se julgar
conveniente, a qualquer momento, sem nenhuma penalidade. Declaro também que ndo receberei nenhum
beneficio financeiro por minha participacéo

Vocé receberd uma cdpia deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal,
podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Este projeto foi submetido e aprovado ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CEP/CCS/UFPE), de acordo com a resolu¢do 196/96 do Conselho
Nacional de Salde, sob o nimero de protocolo n°: 222/10 e Folha de Rosto (FR) n°: 349673. Telefone para
contato com o comité de ética: 81 2126-8588.

Desde ja colocamo-nos a inteira disposicdo para quaisquer esclarecimentos adicionais.

Atenciosamente,

Mario
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Paciente/voluntdrio Testemunha 1
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PROJETO: ANALISE DO POLIMORFISMO GENICO EM DIFERENTES FORMAS ANATOMO-
CLINICAS DA DOENGA DE CROHN
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FICHA CLINICA

Nome:

Cidade: Estado:

Fone para contato: ( ) Identificag&o(codificagdo):

Prontuario no HC n°:
1- Género: M [] F [
2 -ldade:_

3-Cor:

4 - Escolaridade:

|:| Analfabeto Dnsino fundamental Dnsino médio

|:|Superior D’és—graduado Dutros:

5 - Profissdo/ocupacao:

6 — Diagnostico de Doenca de Crohn hé: anos.
7 — Achados clinicos:

DN&O [Eim, qual(is):

8 — Achados radiolégicos:

|:|N5.0 |:|Sim, qual(is):

9 — Achados endoscépicos:

|:|Néo [bim, qual(is):

10 — Achados histopatoldgicos:

|:|N5.0 [bim, qual(is):

11 — Forma anatomo-clinica:

|:| Inflamatéria D:istulizante Dstenosante

12 — Condic¢éo clinica atual (Grau de Atividade da Doenca):

indice de Atividade da Doenca de Crohn(CDAI):
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13 — Localizagéo da doenga:

|:| Esofagica |:| Gastrica
|:| Duodenal |:| Jejunal
|:| lleal |:| ileo-cecal

14 - Envolvimento Perianal
D Sim
|:| Nao

15 — Tratamento

DMedicamentoso Qual(is) medicamento(s):

|:| Dieta

DCirL’Jrgico Ha quanto tempo:

16 — Historico familiar:

Ha quanto tempo:

se sim,grau de parentesco: Quantos casos:

17 — Manifestacdes extra-intestinais:

|:| Osteoarticular: |:|Artrite |:|Artralgia |:|Espondi|ite anquilosante DSacroiIiite

DOftaImolégicas:DUveite DConjutivite |:|Episclerite

|:| Dermatolc')gicasDPioderma gangrenoso |:|Eritema nodoso DPiodermite |:|Aftas

|:| Hepatobiliares, qual(is):

|:| Vasculares, qual(is):

|:| Nefrolégicas, qual(is):

Outro local, qual(is):

18 — Tem problemas cardiacos, gastricos, renais, hepaticos ou outros que necessitam de

acompanhamento médico:

|:|N§.O

[ ]sim, qual(is):

19 — Ja foi submetido h& algum procedimento cirdrgico:

|:|Néo

|:|Sim, qual(is): e h& quanto tempo:
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20 — Habitos:
DTabagismo: DAtual,DPassadoDHé guanto tempo:

|:|Etilismo: DAtuaI,[FassadoDHé quanto tempo;

|:|Outros, qual(is):

80



ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - UFPE

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 316/2010 - CEP/CCS Recife, 19 de novembro de 2010

Registro do SISNEP FR — 349673

CAAE ~ 0223.0.172.000-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 222/10

Titulo: Analise do polimorfismo génico em diferentes formas anatomo-clinicas da Doenca de
Crohn.

Pesquisador Responsével: Wagner Neves Fernandes

Senhor(a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de
acordo com a Resolugéo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, o protocole de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 18 de novembro 2010.

Ressaltamos que a aprovagdo definitiva do projeto seré dada apds a entrega do relatério final,
conforme as seguintes orientacdes:
a) Projetos com. no maximo, 06 (seis) meses para concluséo: o pesquisador devera

enviar apenas um relatdrio final;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: o pesquisador devera enviar

relatdrios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovagéo somente seré entregue apés a analise do relatério final.

Ao
Mestrando Wagner Neves Fernandes
Po6s-Graduacéo em Patologia - CCS/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego s/n, 1° Andar, Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepces@ufpe.br
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA HUOC/UPE

s dmann g
s &)

KA
4 A = eraesstan s
o SR8 e

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
COMPLEXO HOSPITALAR HUOC/PROCAPE

REUNIAO: 01/12/2010 PROTOCOLO CCS/UFPE: 222/2010
CAAE: 0223.0.172.000-10

PROJETO: analise do polimorfismo génico em diferentes formas anatomo-clinicas da
doenca de CROHN.

PROTOCOLO CEP-HUOC/PROCAPE: 207/2010

PESQUISADOR PRINCIPAL: Wagner neves Fernandes

Resultado:

Projeto APROVADO pela Universidade Federal de Pernambuco, CIENTE no Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos/ Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE.

Recife, 17 de dezembro de 2010

A2

Magaly BLTshats/ky
Vice-coordenadora
CEP-HUOC/PROCAPE

Pavilhdo Ovideo Montenegro — 12 andar

Rua Arndbio Marques, 310 Santo Amaro — Recife/PE
Fone: (81) 3184-1460 -- FAX: (81) 3184-1271

Email: cep_huoc.procape@yahoo.com.br
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ANEXO C - CARTA DE ANUENCIA DO PROCAPE/UPE

TNDADE DEFESQUHSSE

SR PROCAPE

S PRONTO-SOCORRO
CARDIOLOGICO
~ DE PERNANBUCO
" PROF. LUZ TAVARES
tiere

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que concordamos em receber, Wagner
Neves Fernandes, Mestrando do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade
Federal de Pernambuco/UFPE, sob a orientacdo da Dra. Dilénia Oliveira
Cipriano Torres e Dra. Maria Cleide Freire.

O mesmo devera desenvolver seu trabalho de coleta de dados do Projeto de
Pesquisa intitulado: “Andlise de Polimorfismo Génico em diferente formas
Anéatomo- Clinicas da Doenga de Crohn”.

A pesquisa serad realizada no Laboratério de Analises Clinicas do Pronto
Socorro Cardiolégico de Pernambuco- PROCAPE, em consonancia com a
resolucao CNS/CONEP- 196/96.

Ap6s a aprovagdo junto ao Comité de Etica da UFPE, o aluno devera
comparecer @ Unidade de Pesquisa Clinica do HUOC/PROCAPE, entregar a
copia do projeto aprovado para que este seja submetido ao CEP da nossa
instituicdo, que tomaré ciéncia e posterior liberacéo da execugao do projeto.

Recife, 21 de outubro de 2010.
Dr. Sergio Tavares Montenegro
Diretor

EES ¢ Pronto Socarro Cardiolggj
CV"%\‘&_\ W Universitario de P . PROOCQA?E
Prof.\Sérgio Tavares Mohtenegro

Diretor do Pronto Socorro Cardiolégico de
Pernambuco/PROCAPE

PROCAPE - Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco — Prof. Luiz Tavares
Telefone: (81)3181-7114 FAX (81)3181-7206/ R. dos Palmares s/n, Santo Amaro,
Recife-Pernambuco-CEP: 50.100-060
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ANEXO D — TABELA PARA OBTENCAO DO INDICE DA ATIVIDADE DA DOENCA

DE CROHN(CDAI)

indice de Atividade da Doenca de Crohn (CDAI)

Variavel

Critério

Paciente

Fator de
multiplicagdo

Resultado

N2 de evacuagdes liquefeitas Soma do ndmero de evacuagdes de 7 dias 2

Dor abdominal-Soma de 7 dias 0 = ausente, 6

1=leve, 6

2 =moderada, 6

3 =intensa 6

Beme-estar geral-Soma de 7 dias: 0 = geralmente bem, 6

1 = discretamente mal, 6

2 =mal, 6

3 = muito mal, 6

4 =terrivel 6

Achados extra-intestinais: Qualquer um Artrite ou artralgias 20
dos abaixo nos ultimos 7 dias:

Lesbes orais ou mucosas 20

Irite ou uveite 20

Fissura anal, fistula ou abscesso

perirretal 20

Outra fistula externa 20

Febre 20

Uso de opidides para diarréia 0=ndo 30

1=sim 30

Massa abdominal 0 = ausente, 10

2 = questionavel 10

5 = presente 10

Hematdcrito 47 - Ht (para homens) 6

42% - Ht (para mulheres) 6

Percentual de baixo peso 100 x [1-(peso atual/peso padrio)] 1

ANEXO E — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO
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Elsevier Editorial System(tm) for Human Immunology
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Interleukin-10 (IL-10) and Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) genotypes in Brazilian patients
with Crohn's Disease

Article Type: Research Article

Keywords: Crohn's Disease; Cytokines; Tumor necrosis factor alpha; Interleukin 10; Polymorphisms.
Corresponding Author: Dr. Mario Ribeiro Melo-Jiinior, PhD

Corresponding Author's Institution: Universidade Federal de Pernambuco

First Author: Wagner N Fernandes, MSc

Order of Authors: Wagner N Fernandes, MSc; Luciana P Santos, Graduate student; Hildson D Angelo,
MSc; Valéria F Martinelli, MD; Maurilio T Lucena, PhD; Paulo E Souza, PhD; Mario Ribeiro Melo-Junior,
PhD

Abstract: Crohn's Disease (CD) is a recurrent chronic inflammatory disease characterized by segmental
transmural inflammation that may affect any part of the digestive tract. Polymorphisms in cytokines
genes may play an important role in the development and clinical manifestation. Due to this, there is a
great interest in the identification of biomarkers that which could quantify the susceptibility and
disease activity. A case-control study of 49 CD cases and 132 CD-free adults controls, was performed to
analyze whether or not the polymorphisms of the TNF-« gene promoter at positions  -308 G/A and
IL-10 gene promoter at positions -1082 G/A would alter the risk for CD and clinical manifestations.
Genotyping was carried out by polymerase chain reaction, PCR products to TNF-a polymorphism were
digested by Ncol restriction enzyme and fractionated after on 2% Agarose gel and visualized
posteriorly staining by ethidium bromide, while the PCR products to [L-10 polymorphism were
fractionated on 1.5% Agarose gel and visualized posteriorly staining by ethidium bromide. There were
not significant differences in the distribution of the TNF-a and IL-10 gene polymorphisms between the
CD and control groups. Moreover, no association was observed between genotypic distribution of CD
patients and localization or behavior's disease. Our data support the hypothesis that the TNF-o/IL-10
genotypes did not play an important role in pathogenesis of Crohn's disease in Brazilian.

Suggested Reviewers: Maria M Maia PhD

Professor, Biology, Universidade Federal Rural de Pernambuco
mascenadiniz@hotmail.com

She works with molecular biology

Paula S Garcia PhD

Professor, Genetics, Universidade Federal de Pernambuco
paula_sandrin@yahoo.com.br

She works with molecular biology and immune disorders

Nicodemos T Pontes-Filho PhD

Professor, Pathology, Universidade Federal de Pernambuco
nicopontes@gmail.com
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of the journal is to disseminate information that may contribute to understanding the mechanisms
involved in the genetic control of organ and tissue allograft rejection, alloimmunity, chronic infections
and progression of malignant diseases.

Research areas include: Immunogenetic studies on structure and function of molecules involved of
immune responses; immunogenetic markers including polymorphism of immunogenetics markers
such as HLA, minor histocompatability antigens, immune receptors (KIR, NK, Toll-like, ILT, MICA/
B, PAMPs, etc); population frequencies and disease association studies. Cellular Immunology and
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The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code
of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
humans http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EU Directive 2010/63/EU
for animal experiments http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;
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submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
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in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
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the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
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author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
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In line with the position of the International Committee of Medical Journal Editors, the journal will not
consider results posted in the same clinical trials registry in which primary registration resides to be
prior publication if the results posted are presented in the form of a brief structured (less than 500
words) abstract or table. However, divulging results in other circumstances (e.g., investors' meetings)
is discouraged and may jeopardise consideration of the manuscript. Authors should fully disclose all
posting in registries of results of the same or closely related work.

All randomised controlled trials submitted for publication should include a completed Consolidated
Standards of Reporting Trials (CONSORT) flow chart. Please refer to the CONSORT statement website
at http://www.consort-statement.org for more information. This journal has adopted the proposal
from the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) which require, as a condition
of consideration for publication of clinical trials, registration in a public trials registry. Trials must
register at or before the onset of patient enrolment. The clinical trial registration number should be
included at the end of the abstract of the article. For this purpose, a clinical trial is defined as any
research study that prospectively assigns human participants or groups of humans to one or more
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health-related interventions to evaluate the effects of health outcomes. Health-related interventions
include any intervention used to modify a biomedical or health-related outcome (for example drugs,
surgical procedures, devices, behavioural treatments, dietary interventions, and process-of-care
changes). Health outcomes include any biomedical or health-related measures obtained in patients or
participants, including pharmacokinetic measures and adverse events. Purely observational studies
(those in which the assignment of the medical intervention is not at the discretion of the investigator)
will not require registration. Further information can be found at http://www.icmje.org.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement’ (for
more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the
agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to
the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support
site at http://support.elsevier.com for more information.

Unless you have written permission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the
personal details of any patient included in any part of the article and in any supplementary materials
(including all illustrations and videos) must be removed before submission. For further information
see http://www.elsevier.com/patientphotographs.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elseiver.com/him/
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Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your wordprocessor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced, with details of supplier and catalogue
number when appropriate. Methods already published should be indicated by a reference: only
relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

¢ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

o Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with country
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.
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A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking
for more information and a full list of supported databases.

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number
in bold, underlined text. Letters in the accession number should always be capitalized (see example
below). This combination of letters and format will enable the typesetter to recognize the relevant
texts as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example: GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228, a B-
cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a T-cell
lymphoma (GenBank accession no. AA361117 ).

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or underlined.
In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate
source in the NCBI databases, enabling readers to go directly to that source from the article.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, footnotes in the text should be defined on the page on which
they appear. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
Number the illustrations according to their sequence in the text.

Use a logical naming convention for your artwork files.

Provide captions to illustrations separately.

Produce images near to the desired size of the printed version.

Submit each figure as a separate file.
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A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is'.

Please do not:

o Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Each table should be typed double-spaced on a separate page, and numbered consecutively in
accordance with their appearance in the text. Table titles should be informative, with detailed
information appearing as footnotes. Place footnotes to tables below the table body and indicate them
with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Use only horizontal rules. Be sparing in the use
of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere
in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.
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Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first
6 should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements
for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video
file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Supplementary material captions
Each supplementary material file should have a short caption which will be placed at the bottom of
the article, where it can assist the reader and also be used by search engines.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address
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o Full postal address

« Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

« Keywords

¢ All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

« Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked’

* References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
« Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DQI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding
author or a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files
themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for
this you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies
to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line
number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages
and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for
publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything
possible to get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure
that all of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is
received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article
is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes
a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance of
an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You
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can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs (http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com
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