
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM PATOLOGIA 

 

 

 

 

 

WAGNER NEVES FERNANDES 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISE DE MARCADORES HEMATOLÓGICOS, 

BIOQUÍMICOS E GENÉTICOS EM DIFERENTES FORMAS 

ANÁTOMO-CLÍNICAS DA DOENÇA DE CROHN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE, 2012 

 



 

 

WAGNER NEVES FERNANDES 

 

 

 

ANÁLISE DOS MARCADORES HEMATOLÓGICOS, 

BIOQUÍMICOS E GENÉTICOS EM DIFERENTES FORMAS 

ANÁTOMO-CLÍNICAS DA DOENÇA DE CROHN 

 

 

 

 

 

 

ORIENTADOR:  

Prof. Dr. Mário Ribeiro de Melo-Júnior 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA     

CO-ORIENTADORES: 

Prof. Dr. Dra. Adriana Maria da Silva Telles 

Departamento de Patologia - UFPE  

Dr.  Paulo Roberto Eleutério de Souza 

Departamento de Genética  – UFRPE 

 

        

RECIFE, 2012 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Patologia do Centro de 

Ciências da Saúde – UFPE, como pré-

requisito para obtenção do título de Mestre. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na Publicação 

Bibliotecária: Mônica Uchôa, CRB4-1010 

F363a Fernandes, Wagner Neves. 

Análise de marcadores hematológicos, bioquímicos e genéticos em 

diferentes formas anátomo-clínicas da Doença de Crohn / Wagner Neves 

Fernandes. – Recife: O autor, 2012. 

98 f. : il.; tab.; quad.; 30 cm. 

Orientador: Mário Ribeiro de Melo Júnior. 

Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco, 

CCS. Programa de Pós-Graduação em Patologia, 2012. 

Inclui bibliografia, apêndices e anexos. 

1. Doença de Crohn. 2. Proteína C-Reativa. 3. Hemossedimentação.  

4. Fator de necrose tumoral alfa. 5. Interleucina-10. I. Melo Júnior, Mario 

Ribeiro de. (Orientador).  II. Título. 

 

616.07 CDD (23.ed.)    UFPE (CCS2012-228) 

      



     

DISSERTAÇÃO DEFENDIDA PARA OBTENÇÃO DO TITULO DE MESTRE EM 

PATOLOGIA. 

AUTOR: WAGNER NEVES FERNANDES 

ÁREA DE CONCENTRAÇÃO: PATOLOGIA 

NOME DA DISSERTAÇÃO: “ANÁLISE DOS MARCADORES HEMATOLÓGICOS, 

BIOQUÍMICOS E GENÉTICOS EM DIFERENTES FORMAS ANÁTOMO-CLÍNICAS 

DA DOENÇA DE CROHN”. 

ORIENTADOR: PROF. DR. MÁRIO RIBEIRO DE MELO JÚNIOR 

DATA DA DEFESA:  27 DE AGOSTO DE 2012. 

 

BANCA EXAMINADORA: 

____________________________________________ 

Prof. Dr. Maurílio Toscano Lucena 

Programa de Pós-Graduação em Cirurgia Geral 

Centro de Ciências da Saúde – UFPE 

 

____________________________________________ 

Prof(a). Dra. Paloma Lys de Medeiros 

Departamento de Citologia, Histologia e Embriologia 

Centro de Ciências Biológicas – UFPE 

 

____________________________________________  

Prof. Dra. Rosângela Vidal 

Departamento de Bioquímica 

Centro Acadêmico de Vitória (CAV) - UFPE 



AGRADECIMENTOS 

À Deus, o criador de tudo, o grande mestre. 

Ao professor Dr. Mário Ribeiro, pela excepcional orientação, apoio, incentivo, compreensão, 

paciência e especialmente por proporcionar calmaria nos meus momentos de tensão. 

À minha família pelo apoio e pela força dada em mais uma jornada da minha vida e por 

entender meus momentos de ausência. 

Aos professores Dr. Francisco Eduardo Lima e Dra. Adriana Telles pela brilhante ideia de 

desenvolver este trabalho. 

Aos pacientes que aceitaram o convite de participar do estudo. 

À Dra. Valéria Martinelli e ao Dr. Maurílio Toscano pela contribuição e dedicação no 

trabalho. 

À Luciana Santos pela força, amizade e auxílio em todo o trabalho. 

Ao professor Dr. Paulo Souza, à Hildson Dornelas e a todos os demais membros do 

Laboratório de Genética, Bioquímica e Sequenciamento Prof(a). Tânia Falcão/UFRPE  pelas 

orientações e auxílio na área da biologia molecular.  

Às Dra. Dilênia Cipriano e Maria Cleide Freire e todos os demais companheiros de trabalho 

do Procape/UPE, pelo auxílio nos testes clínico-laboratoriais. 

A todos os professores e funcionários do Programa de pós-graduação em 

Patologia/CCS/UFPE pela dedicação dada aos alunos. 

A todos colegas da turma do mestrado pela amizade construída. 

 



RESUMO 

Introdução: A doença de Crohn (DC) é uma das mais graves doenças inflamatórias 

intestinais, constituídas por um grupo heterogêneo de doenças cuja manifestação final comum 

é a inflamação, e com etiopatogenia que envolve fatores genéticos, imunológicos e 

ambientais. Objetivos: Avaliar se existe associação entre polimorfismos das Regiões 

Promotoras dos genes da TNF-α (-308G/A) e da Interleucina-10 (-1082G/A), alterações 

hematológicas e bioquímicas nas diferentes formas clínico-anatômicas da DC em uma 

população do nordeste brasileiro. Patients e Métodos: Foram estudados 49 pacientes 

ambulatoriais (com idade entre 14 a 81 anos) com diagnóstico de DC. Durante a consulta 

clínica foi realizada entrevista para obtenção de dados clínico-epidemiológicos através do 

preenchimento de ficha clínica personalizada. Também foi coletado sangue venoso periférico, 

para realização das análises hematológica, bioquímica e genética. Foram utilizadas 132 

amostras de um banco de dados de DNA de indivíduos normais como controle. Resultados: 

A idade média dos participantes foi de 41,8 anos e o gênero predominante foi o masculino 

(53,1%.). A idade de diagnóstico da doença prevaleceu em indivíduos com menos de 40 anos 

(63,3%). Em relação à localização da doença, 44,9% apresentava sítio ileal, seguida da região 

colônica em 28,5% dos pacientes. A forma anátomo-clínica predominante foi a fistulizante 

(38,7%), seguida pela inflamatória (32,6%) e pela estenosante com 28,5%. Quanto aos 

marcadores inflamatórios PCR e VSH, ambos estavam aumentados em 57,1% e 65,3% dos 

casos, respectivamente, principalmente em pacientes com a forma fistulizante da doença. Em 

relação ao polimorfismo da TNF-α (-308G/A) não foi encontrado significância estatística 

genotípica (p=0.9816) e alélica (p=0.9826), em relação aos controles. Quanto ao 

polimorfismo da IL-10 (-1082G/A), também  não foi encontrado diferença estatística 

(p=0.0843)  entre os genótipos dos pacientes em relação aos controles. Não foi encontrada 

relação entre os genótipos pesquisados e as formas anátomo-clínicas da doença de Crohn na 

população estudada. Conclusão: De acordo com nossos achados, os marcadores inflamatórios 

encontram-se aumentados na maioria dos pacientes com DC, principalmente naqueles na 

forma fistulizante da doença. Não foi evidenciada diferenças significantes no polimorfismo de 

regiões promotoras das interleucinas TNF-α e IL-10 entre os pacientes com diferentes formas 

anátomo-clínicas da DC. Estudos posteriores com mais marcadores genéticos e um número 

maior de pacientes necessitam ser realizados para que seja traçado um perfil genético 

diferencial nas diferentes manisfestações clínicas da DC em nossa população. 

 

 

Palavras chave: Doença de Crohn, Proteína C-reativa, Hemossedimentação, 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-α 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-α (-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-α 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. APRESENTAÇÃO 

 

A doença de Crohn (DC) compõe o elenco das chamadas de doenças inflamatórias 

intestinais (DII), um grupo heterogêneo de doenças cuja manifestação final comum é a 

inflamação, em cuja patogênese estão envolvidos diferentes fatores genéticos, imunológicos e 

ambientais (FEAGAN, 2003). 

Dados recentes suportam a noção que a diversidade de manifestações clínicas da DC é 

um reflexo das distintas vias imunogenéticas que podem ocorrer no mecanismo 

fisiopatológico da doença (BAMIAS; COMINELLI, 2007). 

Pela importância recentemente demonstrada de polimorfismos dos genes relacionados 

à resposta imune inata na fisiopatologia da DC, como por exemplo, os genes IL-10 

(Interleucina-10) e TNF-α (Fator de necrose tumoral alfa) principalmente pela implicação do 

risco étnico específico para a evolução e complicações encontradas na DC entre subgrupos 

populacionais diferentes (ANDERSEN et al. 2010). 

Os recentes avanços na área da imunologia e no conhecimento da patogênese da DC 

permitiram definir novos alvos terapêuticos e o desenvolvimento de novos fármacos que, 

possibilitarão, num futuro não muito longínquo, a melhoria da qualidade de vida dos doentes. 

Apesar do grande número de terapêuticas disponíveis no mercado para o tratamento da DC, 

ainda há doentes que não conseguem obter resposta mesmo com os novos agentes utilizados 

atualmente (KORZENIK, 2008).  

Assim, cada vez mais têm sido estimulados estudos direcionados a investigar grupos 

gênicos relacionados ao comportamento da resposta imune no quadro de DC. Contudo, 

existem ainda diversos aspectos não esclarecidos na busca de possíveis marcadores com valor 

prognóstico que auxiliem no tratamento deste tipo de doença inflamatória 

Desta forma, considera-se relevante avaliar aspectos do perfil genético populacional 

diferenciado que poderia interferir na resposta de diferentes grupos humanos ao mesmo 

tratamento farmacológico a partir de imunomoduladores ou até cirúrgicos atualmente 

utilizados no acompanhamento de pacientes com DC com diferentes formas anátomo-clínicas 

(PRESCOTT et al., 2010).  

. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Doenças inflamatórias intestinais 

Na sua conceituação mais ampla, “as doenças inflamatórias intestinais” (DII) 

correspondem a qualquer processo inflamatório envolvendo o trato gastrointestinal, seja ele 

agudo ou crônico, na sua maioria, são afecções de etiologia desconhecida e de grande 

importância em saúde pública, cujo tratamento envolve custos extremamente altos, incluindo 

aqueles relacionados à perda de produtividade. Além disso, os pacientes portadores de 

Doença de Crohn (DC) ou de Retocolite Ulcerativa Inespecífica (RCUI) geralmente já 

experimentaram várias intervenções cirúrgicas e tratamento com agentes imunossupressores 

(ROTHENBERG, 2002; CAMPOS et al., 2002). 

A RCUI e a DC são as formas mais comuns de DII, que se caracterizam por 

inflamação crônica dos intestinos, de etiologia ainda não definitivamente esclarecida e em 

cujo processo patológico estão envolvidos fatores genéticos, ambientais e imunológicos 

(figura 1) (SARTOR, 1997; RUTGEERS, 1998; MORAHAN et al., 2002). A DII é resultante 

de ativação persistente e inadequada do sistema imune mucoso (ROBBINS E CONTRAN, 

2005), admitindo-se que possa estar relacionada com um distúrbio autoimune (TAKAISHI et 

al., 2000, DUERR et al., 2003; NAKAMURA et al., 2003). 

 

 

 

Figura 1. Interação entre os vários fatores responsáveis pelo desenvolvimento das Doenças 

Inflamatórias 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 DII ocorrem em todo o mundo e representam um sério problema de saúde, pois 

atingem preferencialmente pessoas jovens, cursam com recidivas freqüentes e admitem 

formas clínicas de alta gravidade (JEWEL, 2006). A prevalência e incidência destas doenças 

variam de acordo com a região estudada. Atualmente essas doenças afetam mais de 1.000.000 

de americanos. Na América do Norte, a prevalência varia de 26 a 198 casos por 100.000 

habitantes para DC e 37 a 246 casos por 100.000 habitantes para RCUI. A incidência 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 prevalência varia de 8,3 a 21,4 casos por 100.000 pessoas/ano e a incidência 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 não existem dados adequados para estudo de prevalência e incidência 

destas doenças provavelmente, devido à dificuldade de realizar o diagnóstico pela ausência de 

teste padrão-ouro, pela multiplicidade de sintomas e pelo custo dos exames diagnósticos. 

Porém, estudos demonstram que a incidência das DII parece ser menor em países em 

desenvolvimento, como o Brasil. Esse fato é difícil de ser avaliado devido à dificuldade em se 

realizar o diagnóstico adequado e a grande prevalência de diarréias infecciosas e parasitárias. 

Há fortes indícios de que, uma vez o país se torne industrializado, com modificações, de dieta, 

do estilo de vida e da exposição ambiental essas doenças se tornam mais prevalentes 

(LOFTUS, 2004). 

A DC e RCUI são comuns em países desenvolvidos, áreas urbanas e indivíduos com 

melhor padrão sócio-econômico, levantando a hipótese de que possa haver associação com 

higiene e sanitarismo básico, através da alteração da flora intestinal. O uso de anti-

inflamatórios não-esteróides (AINE’s) parece estar associado ao gatilho da DII (KRISHNAN; 

KORZENICK, 2002). 

A RCUI e a DC são consideradas formas distintas de DII. Contudo, os sintomas 

clínicos das duas se sobrepõem, e o diagnóstico diferencial em muitos casos é difícil 

(GOWER-RUSSEAL et al.,1994). A despeito de constituírem doenças distintas, 

compartilham aspectos clínicos e epidemiológicos sugerindo a possibilidade de fatores 

etiológicos comuns. O curso clínico, cujas manifestações principais são diarréia, dor 

abdominal e sangramento retal, é caracterizado por períodos de remissão e exacerbação, e 

apresenta complicações das mais diversas ( DAMIÃO et al., 2004). 

 A RCUI acomete total ou parcialmente, a extensão do cólon ou reto, enquanto a DC 

pode afetar todo o trato gastrointestinal, desde a boca até o ânus, ocorrendo frequentemente 
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no intestino delgado distal e cólon (figura 2) (ROBBINS E CONTRAN, 2005). Porém há um 

subgrupo de casos de DC com uma apresentação típica da RCUI, o que ilustra o grau de 

similaridade destas doenças (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). 

 

 

Figura 2. Diferença de localização anatômica entre a Doença de Crohn e a Retocolite Ulcerativa Inespecífica 

Fonte:http://apbiocorpohumano.webnode.com.br/sistema%20de%20org%C3%A3os/digestivo/doen%C3%A7a%

20de%20crohn 

Na DC as manifestações clínicas são variáveis, mais sutis que na RCUI, geralmente se 

apresentando com febre, diarréia (ocasionando perda de peso e de eletrólitos), dor abdominal 

e períodos assintomáticos que podem durar semanas a  meses. Pacientes com DC, manifestada 

no cólon, pode apresentar perda de sangue fecal, evidente ou oculta, podendo acarretar 

anemia e também outras complicações hepáticas e renais (CASTRO et al., 2002; ROBBINS E 

CONTRAN, 2005). Na sua fase crônica pode surgir complicações como estenose, abcessos e 

fístulas. 

 Na RCUI os pacientes também apresentam surtos de diarréia com muco e sangue em 

períodos assintomáticos de meses, anos ou até décadas. Alguns pacientes podem apresentar 

uma única crise, leve moderada ou grave tornando-se uma emergência médica em algumas 

situações (ROBBINS E CONTRAN, 2005). A dor abdominal na RCUI e a diarréia com 

sangue são muito freqüentes (CASTRO et al., 2002). 

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

pacientes com DII. Algumas características da dor podem apontar para RCUI ou DC. Por 
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exemplo, dor em fossa ilíaca direita recorrente e exacerbada pelas refeições pode sugerir DC 

enquanto dor em quadrante inferior esquerdo do abdome, tipo cólica, associada ao processo 

defecatório e algumas vezes à ocorrência de tenesmo pode sugerir RCUI. Os sintomas 

constitucionais estão comumente presentes nos pacientes com DII em atividade: 

emagrecimento, inapetência, febre, prostração, anemia (SCHNEIDER, 2009) 

 A RCUI, juntamente com a DC, compõem as DII mais freqüentes da atualidade 

(LANNA et al., 2006). Em aproximadamente 10% dos casos não é possível, diagnóstico 

diferencial entre RCUI e a DC retal (STHERLAND et al., 2002). 

 

2.2 Doença de Crohn 

A doença de Crohn (DC) compõe o elenco das chamadas de doenças inflamatórias 

intestinais (DII), um grupo heterogêneo de doenças cuja manifestação final comum é a 

inflamação, em cuja patogênese estão envolvidos diferentes fatores genéticos, imunológicos e 

ambientais (FEAGAN, 2003). 

Neste panorama, a DC é uma doença inflamatória crônica do trato gastrointestinal, que 

pode envolver qualquer segmento desde a boca até ao ânus. A presença de áreas de mucosa 

normal intercalando áreas afetadas pela doença, isto é, o envolvimento segmentar, 

acometendo toda parede do órgão e com lesões tipicamente granulomatosas do intestino 

caracteriza a DC, diferenciando-a da retocolite ulcerativa (RCUI) que apresenta envolvimento 

confinado à mucosa do cólon, de forma contínua (AHMAD et al., 2002). 
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2.2.1 Características clínicas 

A DC apresenta ampla heterogeneidade de manifestações clínicas que variam desde 

formas inflamatórias até formas graves, estenosantes e fistulizantes. A morbidade da DC está 

relacionada com sintomas crônicos de diarréia, dor abdominal e desnutrição, os quais têm um 

impacto significativo na qualidade de vida. A maioria dos pacientes necessita de tratamento 

medicamentoso, com até 50% de terapia imunossupressora, e um número semelhante de 

pacientes necessitam cirurgia dentro de cinco anos após o diagnóstico (HUME; SMITH, 

2002). 

O padrão clínico foi classificado em: não-estenosante/não-penetrante (inflamatória) nos 

casos de doença inflamatória sem complicações; estenosante no caso de ocorrência de 

estreitamentos intestinais ou ano-retais de repetição documentados por exames radiológicos, 

endoscópicos ou cirúrgico-patológicos, com dilatação pré-estenótica ou com sinais ou 

sintomas de obstrução, sem a presença de doença penetrante; penetrante (fistulizante) nos 

casos de ocorrência de fístulas intra abdominais ou perianais, massas inflamatórias e/ou 

abcessos (S. ALMEIDA et al, 2004).  

Os sintomas de DC tendem a ser mais variados, dependendo da localização da lesão no 

aparelho digestivo, e pode ocorrer de forma leve, moderada ou grave, caracterizada por ciclos 

de remissão e de doença ativa. As alterações funcionais da mucosa intestinal e dos resultados 

exames laboratoriais dos pacientes com DC são parcialmente atribuídos a um aumento da 

secreção de citocinas pró-inflamatórias na lâmina própria dos intestino grosso e delgado 

(KUMAR, 2002). 

Histologicamente a característica marcante da DC é o acometimento transmural que pode 

afetar todas as camadas, da mucosa à serosa e, que apresenta um caráter descontínuo das 

lesões (áreas de mucosa preservada em meio às de atividade inflamatória). A primeira 

anormalidade é o aumento dos folículos linfóides com anel eritematoso em volta. Isto leva a 

úlcera aftóide que progride para ulceração profunda, fissura, fibrose, estenose e fistulização. 

Os achados endoscópicos são variáveis desde discretas erosões, edema, friabilidade, 

enantema, sendo mais característico a presença de úlceras, que podem ser aftóides, elípticas 

ou lineares, intercaladas por mucosa normal, assim como lesões fibroestenosantes e 

fistulizantes (MACHADO; SCHINEIDER, 2006). 

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

incidência da DC tem aumentado nas últimas três décadas em quase todos os países 



19 

 

ocidentais. Estudos epidemiológicos mostram que a incidência e a prevalência da DC variam 

significativamente dependendo da área geográfica e do grupo étnico (BONEN; CHO, 2003). 

Avanços científicos demonstram que a DC apresenta etiopatogenia multifatorial, 

envolvendo uma interação complexa entre fatores ambientais (i.e., microbiota intestinal), 

imunológicos, e predisposição genética (CHAMBERLIN; NASER, 2006; XAVIER e 

PODOLSKY, 2007) 

 

2.2.2 Alterações hematológicas e bioquímicas na Doença de Crohn (DC) 

 

Embora de etiologia multifatorial, muitos pacientes internados com exacerbação aguda de 

sua doença apresentam desnutrição protéico-calórica, hipoalbuminemia e anemia. 

Leucocitose, trombocitose, aumento nos níveis séricos de proteína C reativa (PCR) e de 

velocidade de hemossedimentação (VSH) podem ser decorrentes de inflamação crônica. A 

hipoalbuminemia e a anemia seriam marcadores de gravidade, pois têm relação não apenas 

com atividade de doença, mas também com desnutrição. A desnutrição é conseqüência da 

própria enfermidade e contribui para a maior susceptibilidade do paciente a infecções e 

complicações pós-operatórias. Estes exames laboratoriais de fácil realização e baixo custo 

estão disponíveis na maioria dos hospitais públicos (ELIA et al, 2007). 

Em um estudo realizado por Salviano et al, 2007, os resultados do perfil bioquímico 

revelaram alto percentual de hipoalbuminemia, prevalência elevada de anemia, observadas 

através dos níveis de hematócrito e hemoglobina. Por outro lado, a maioria dos pacientes 

apresentava a glicose de jejum, uréia, creatinina, sódio e potássio dentro dos padrões de 

normalidade. No que se refere ao cálcio sérico, constatou-se níveis reduzidos, demonstrando 

grande vulnerabilidade desses indivíduos em relação ao metabolismo ósseo. 

 

2.2.3 Doença de Crohn e as citocinas IL-10 (Interleucina-10) e TNF- α (Fator de 

Necrose Tumoral) 

Vários estudos têm demonstrado um possível envolvimento da IL-10 na patogênese de 

doenças inflamatórias, assim como, sua associação com o prognóstico (LECH-MARANDA et 

al, 2004 e STEWART et al, 1994). A IL-10 é uma citocina normalmente produzida por 

células T ativadas, monócitos, células B e timócitos. Ela possui forte atividade anti-

inflamatória e desempenha um papel crítico na regulação da resposta imune, 

predominantemente através da inibição de mediadores pro-inflamatórios incluindo TNF- α e 

IL-12 (DINESH et al, 2009; ZOODSMA et al, 2005).  



20 

 

O efeito inibidor da IL-10 é um importante fator limitante da duração e do dano 

patológico das respostas inflamatórias (MOORE et al., 2001; KENDALL et al., 2001; COOK 

et al., 2001; FANG et al., 2005). 

Por outro lado, o TNF-α é um dos mediadores mais importantes nesta doença. É 

produzido por macrófagos ativados e tem entre outras funções, a de estimular a produção de 

moléculas de adesão e citocinas inflamatórias, apoptose celular, recrutamento de neutrófilos 

para os locais de inflamação, ativação da coagulação e indução da formação de granulomas 

(SANDBORN e HANAUER, 1999). 

O TNF-α está envolvido com o desencadeamento da resposta imune, indução do evento 

inflamatório agudo e transição para inflamação crônica e persistência da mesma (BURGUER; 

DAYER, 1995). Ele também contribui para a inibição da resposta inflamatória pela 

estimulação da liberação de IL-10 (McCOLM et al, 2000). Por outro lado, a deficiência de 

produção de TNF- α em experimentos animais está associada à incapacidade de combater 

uma ampla gama de infecções (ELSAS, 2001). O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória, 

secretada por macrófagos ativos e localizado no cromossomo 6 (região p.21.3) 

(KIRKPATRICK et al, 2004, DUARTE et al, 2005). Na mucosa intestinal contribui para a 

resposta Th1 patogênica. Admite-se que o TNF-α tem papel central na patogenia da 

inflamação da mucosa na DC, sendo considerado o protótipo de citocina pró-inflamatória. 

(PAPADAKIS E TARGAN, 2000) 

A combinação de efeitos sobre células imunes (recrutamento e estimulação) e células 

endoteliais (ativação por estímulo de síntese de moléculas de adesão E-selectina e ICAM-1) 

conduz a recrutamento de monócitos e linfócitos T ativados para a mucosa intestinal e 

formação de granulomas. Quando induz produção  de metaloproteinases por células do 

estroma contribui para a lesão tecidular. Induz a produção de citocinas e quimiocinas por 

células endoteliais e mononucleadas da mucosa, nomeadamente de IFN-gama independente 

da IL-12 ou IL-18. O TNF- α em associação com IFN-gama pode motivar apoptose de células 

vilositárias contribuindo para alterações da barreira epitelial e perpetuação da resposta 

inflamatória (PAPADAKIS E TARGAN, 2000) 

Vários estudos demonstraram um aumento do TNF- α no soro, fezes e mucosa intestinal 

de indivíduos com DC (KUCHARZIK, 2006). O bloqueio do TNF-α por anticorpos 

monoclonais (Infliximab) diminui as respostas Th1, sendo por isso usado como uma forma de 

tratamento eficaz na DC moderada a severa, com melhorias em termos clínicos e 

endoscópicos (SHIH e TARGAN, 2008). 
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Na DC, os macrófagos e as células dendríticas (CD) não só estão aumentadas em número, 

como também expressam de forma exagerada TLR2 e TLR4, moléculas co-estimuladoras e 

produzem mais citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e IL-6, com a consequente ativação de 

células Th1 (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 Doença de Crohn(DC)  

Durante a última década, mudanças gradativas ocorreram em relação ao conceito da 

imunopatogênese da DC, direcionando a atenção para o importante papel da imunidade inata. 

O reconhecimento de antígenos bacterianos pelos receptores de padrões moleculares 

associados à patógenos, representados pelos receptores Toll-like (TLR) e proteínas do 

domínio de oligomerização nucleotídea (NOD) (nucleotide oligomerization domain) 

expressados nas células sentinelas da barreira epitelial intestinal, releva que as células 

epiteliais, dendríticas, e macrófagos podem estar na posição de comando da imunidade da 

mucosa normal e na inflamação (FIOCCHI, 2007; BAMIAS e COMINELLI, 2007). Uma 

falha na resposta imune inata parece ser o defeito primário na DC, como a alteração de 

sinalização do NOD2 e outras deficiências ainda não identificadas (XAVIER e PODOLSKY, 

2007). 

Os fatores genéticos de susceptibilidade à DC são evidenciados por estudos que 

demonstram maior concordância da doença em gêmeos monozigóticos que em dizigóticos, e 

em estudos de agregação familiar (BAYLESS et al., 1996; COLOMBEL et al., 1996; 

FIOCCHI, 1998; RICHARD, 2003). A maioria dos estudos demonstra freqüência de 5% a 

20% de doença inflamatória intestinal na história familiar dos pacientes com DC (RICHARD, 

2003). Atualmente, a pesquisa de genes relacionados à susceptibilidade da DC representa um 

grande desafio por causa da complexidade dos fatores genéticos envolvidos, incluindo a 

ausência de um mecanismo de transmissão mendeliano, a penetrância gênica, a 

heterogeneidade genética, e a multiplicidade de genes de susceptibilidade envolvidos 

(DUERR et al., 2003; ZHENG et al, 2003; MENDOZA e TAXONERA, 2005). 



22 

 

2.2.5 Polimorfismos genéticos 

Estudos de associação de genes candidatos a doenças utilizam como ferramenta a análise 

de sítios polimórficos. Polimorfismo refere-se à ocorrência simultânea na população, de 

genomas que apresentam variações alélicas que podem produzir diferentes fenótipos. São 

caracterizados por sequências nucleotídicas que ocorrem randomicamente no genoma. Essas 

sequencias são classificadas de acordo com o tamanho médio das unidades de repetições, em 

minissatélites, microssatélites e mutações puntiformes. Estes sítios polimórficos podem 

localizar-se na região codificadora, regulatória ou aparentemente silenciosa do DNA 

(LEWIN, 2001). 

Minissatétiles são repetições de 2 a 60 nucleotídeos. Microssatélites incluem sequências 

contendo repetições em tandem de 1 a 4 pb, distribuídos ao longo do genoma. Mutações 

puntiformes ou SNP’s (single nucleotide polymorphism) consistem em mudança de um único 

nucleotídeo, ocorrem comumente no genoma humano na frequência de 1 a cada 1000 pb. É a 

mais abundante forma de variação genética entre indivíduos da mesma espécie. Apesar da 

maioria não influenciar na expressão gênica, ou seja, não modificar funcionalmente a 

proteína, estão sendo muito utilizados como marcadores genéticos de doenças (LEWIN, 

2001). 

Técnicas modernas tem sido utilizadas para análise de SNPs. A identificação de SNP’s 

por genotipagem em larga escala com a utilização de painéis de oligonucleotídeos e posterior 

seqüenciamento do DNA, permite a rápida identificação de marcadores de doenças e seus 

haplótipos (JORDAN et al, 2002). 

Na última década, vários estudos de análise de ligação seguidos por estudos de análise 

sistêmica do genoma demonstraram evidências de polimorfismos genéticos associadas a DC 

em muitos genes. Esforços conjuntos em vários centros de pesquisa têm alcançado sucesso na 

identificação 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 distúrbio 

poligênico 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- α na Doença de Crohn 

Evidências sugerem que fatores do hospedeiro são de primordial importância para a 

manifestação clínica da doença. Genes de citocinas inflamatórias, ou regiões nos seus 

promotores têm polimorfismos de um único nucleotídeo (SNP’s) que influenciam a taxa e 

magnitude de produção de citocinas. Muitos SNPs em genes de citocinas têm sido associados 

com a predisposição para o desenvolvimento de uma variedade doenças inflamatórias. Vários 

estudos têm demonstrado um possível envolvimento da IL-10 na patogênese de doenças 

inflamatórias, assim como, sua associação com o prognóstico. O gene da IL-10 está 

localizado no cromossomo 1. Três SNPs na região promotora do gene IL-10 foram 

identificados nas posições -1082, - 819 e -592. O polimorfismo na região -G1082A tem se 

mostrado importante na determinação na produção alta, média e baixa da interleucina 10 

(RAM et al, 2003). 

Pela importância recentemente demonstrada de polimorfismos dos genes relacionados à 

resposta imune inata na fisiopatologia da DC, como por exemplo, os genes IL-10 

(Interleucina-10) e TNF-α (Fator de necrose tumoral α) principalmente pela implicação do 

risco étnico específico para a evolução e complicações encontradas na DC entre subgrupos 

populacionais diferentes (ANDERSEN et al. 2010). 

Putignano et al  2011, estudando indivíduos com DC da região da Tuscânia (Itália),  

obtiveram uma relação positiva comprovada de SNPs  A/T,   analisados num promotor do 

gene da  IL-10 relacionados com a produção desta  citocina, corroborando assim com o 

potencial terapêutico deste alvo. 

O TNF-α desempenha um papel importante na defesa contra a infecção. O gene TNF- α, 

que codifica a proteína TNF-α, é em parte regulado a nível transcricional e vários estudos 

sugerem que polimorfismos no promotor deste gene podem ter um papel determinante na 

susceptibilidade à doença. Um dos polimorfismos relevantes é o TNF-α (-G308A), que está 

associado a uma produção aumentada da proteína respectiva (DUARTE et al, 2005) 

Existem diversos estudos que apontam para uma associação entre o polimorfismo TNF- α 

-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 frequência do alelo 

TNF- α -308A tem também sido descrita como mais alta nas formas cólicas e fistulizantes da 

doença (KOSS et al 2000, LOUIS et al., 2000). O alelo TNF-α (-308) foi ainda associado a 

risco aumentado de manifestações 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 distúrbios 

imunológicos observados nesta doença, a compreensão dos mecanismos imunitários ajuda-

nos a definir novas bases de tratamento (KUCHARZIK, 2006). 
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3. Objetivos  

 

3.1 Geral 

Avaliar se existe associação entre polimorfismos das Regiões Promotoras dos genes da 

Interleucina-10 (-G1082A) e da TNF-α(-G308A), com alterações hematológicas e 

bioquímicas nas diferentes formas clínico-anatômicas da doença de Crohn em uma população  

do nordeste brasileiro. 

 

 

3.2 Específicos 

3.2.1 Determinar as freqüências genotípica e alélica dos polimorfismos na região promotora (-

G1082A) do gene da IL-10 e do gene da  TNFα -308 (-G308A), utilizando as técnicas 

de PCR-AS (Reação em cadeia polimerase-alelo específica) e de PCR-RFLP (Reação 

em cadeia polimerase-polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de digestão), 

respectivamente, em uma população com a doença de Crohn e em grupo-controle de 

indivíduos sem doença inflamatória intestinal; 

 

3.2.2 Correlacionar os polimorfismos encontrados na doença de Crohn em suas diferentes 

formas anatomo-clínicas (inflamatória, fistulizante e estenosante) e suas características 

clínicas (idade, localização, entre outros) 

 

3.2.3 Estabelecer o perfil hematológico e bioquímico dos pacientes com doença de Crohn e 

correlacionar este perfil com as diferentes manifestações clínicas da doença. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 População 

Foram selecionados 49 pacientes (entre 14 a 81 anos) com diagnóstico de doença de 

Crohn, que são regularmente atendidos no Serviço de Gastroenterologia/Coloproctologia do 

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no serviço de 

Proctologia do Hospital Barão de Lucena SES/PE, no período de janeiro/2011 a julho/2011. 

Foram usadas para controle 76 amostras de DNA de seres humanos sadios do banco de DNA 

do Laboratório de Genética, Bioquímica e Sequenciamento Prof(a). Tânia Falcão/UFRPE. 

 O critério de inclusão dos pacientes foi o diagnóstico confirmado de DC estabelecido 

por meio de achados clínicos, radiológicos, endoscópicos e histopatológicos, de acordo com 

os critérios da classificação de Lennard-Jones (1989). As informações de idade de 

diagnóstico, gênero, localização e comportamento da DC foram organizadas de acordo com a 

Classificação de Vienna (1998) modificado. 

Como critérios de exclusão foram dispensados aqueles pacientes com colite 

indeterminada ou que tenham sofrido qualquer processo cirúrgico recente devido a distúrbios 

gastrointestinais. Também foram excluídos da pesquisa aqueles pacientes que não tiverem 

nascidos no Brasil. 

4.2 Aspectos éticos 

Os indivíduos que foram selecionados e aceitaram participar do estudo, de acordo com 

os critérios citados, assinaram um de Termo de consentimento livre e esclarecido (Apêndice 

A). 

O projeto foi avaliado e aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do CCS/UFPE sob 

número de protocolo n°: 222/10, folha de rosto n°: 349673 e CAAE n°: 0223.0.172.000-10. 

 

4.3 Aspectos epidemiológicos e clínicos 

A fim de estabelecer correlação entre os possíveis agentes causais ou contributivos 

para a lesão em estudo, os fatores como gênero, faixa etária, peso, escolaridade e doenças 

associadas foram obtidos através da análise da ficha clínica dos pacientes. 

Foram levantados dados de achados clínicos, radiológicos, endoscópicos 

(colonoscopia) e histopatológicos para determinação da forma anátomo-clínica e localização 
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da doença no trato gastrointestinal, além do Índice de Atividade da Doença de Crohn(CDAI). 

Informações em relação ao tratamento, histórico familiar e manifestações extra-intestinas  

também foram analisadas. 

4.4 Análise do polimorfismo gênico 

4.4.1 Local 

 O estudo genético foi realizado no Laboratório de Genética, Bioquímica e 

Sequenciamento de DNA Prof(a). Tânia Falcão, do Departamento de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco. 

4.4.2 Extração do DNA Gênomico 

As amostras clínicas obtidas através da punção venosa foram colocadas em tubo estéril 

de 5 ml contendo EDTA(anticoagulante) para ser realizada a posterior extração do DNA 

genômico dos linfócitos utilizando-se o “Wizard Genomic DNA Purification Kit” 

(PROMEGA®) de acordo com as instruções do fabricante.  Para extração, esta mistura foi  

incubada por 10 min em temperatura ambiente. Posteriormente, após homogeneização das 

amostras, uma alíquota de 300 µL de sangue total foi transferida para um tubo eppendorf 

estéril de 1,5mL, adicionado 900µL de solução de lise celular e incubado à temperatura 

ambiente por 10 minutos, sendo invertido gentilmente de 2 a 3 vezes durante esse período. A 

seguir, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30s. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado, o pellet foi agitado no vortex por 15 segundos e  re-suspenso em 

300 µL de solução de lise do núcleo, misturando-se o material por inversão 3 a 4 vezes, 

durante o período de incubação 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 µL da solução de precipitação de proteínas e a mistura foi agitada 

em vortex (10 a 20 segundos),  incubada por 10 minutos à 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 µL de 

isopropanol para precipitação do DNA e posterior centrifugação a 13.000 rpm por 3 min. 

Logo após centrifugação e posterior descarte do sobrenadante, foi adicionado ao pellet 

1.000µL de etanol a 70%  seguido de centrifugação a 13.000rpm por 2 minutos à 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 µL de solução de rehidratação. Após a extração as amostras foram 

tratadas com RNAse e posteriormente mantidas a uma temperatura de -20ºC. 

 

4.4.3 Análise do polimorfismo -308 (G>A) na região promotora do Gene TNF-α 

pela técnica de PCR-RFLP (polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de 

digestão) descrita por Cabrera et al, 1995) 

A reação foi realizada utilizando os seguintes parâmetros: em um volume final de 20 

l, foi utilizado 10 l de MasterMix 1X(Promega®), 0,5 l do primer (senso): 5’-

TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’ e 0,5 l do primer (antisenso): 5’-

AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’, 7,0l de água DEPC e 2,0 l de DNA.  

A reação foi incubada no termociclador PTC-100 (MJ Research) nas seguintes  

condições de amplificação: um ciclo de desnaturação inicial de 95ºC por 3 minutos, seguidos 

por 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, 52ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto e 

um ciclo de extensão final a 72ºC por 10 minutos. O tamanho do produto amplificado foi de 

107 pb. 

Após a PCR, o produto amplificado (107 pb) foi submetido à digestão enzimática 

utilizando a endonuclease Nco I. Em um volume final de 15 l, foi aplicado 1,5l de Buffer 

(1x), 0,2l  de BSA (Bovine Serum Albumin-Albumina bovina), 0,5l  da enzima de restrição 

(Nco I), 2,8l de Água DEPC e 10l  do produto do amplificado e  posteriormente incubado à 

37 ºC por 4 horas. Na presença do alelo G, há reconhecimento do sítio de restrição 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. Já na presença do alelo A, presente na posição -308 do gene 

mutado (G>A), há consequentemente alteração no sítio de restrição, não havendo 

reconhecimento pela enzima Nco I. Com isso, não há o corte e o produto amplificado (107 

pb) permanece inalterado. 

Após a digestão, o produto foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 3,0% em 

tampão TAE (Tris Acetato a 400mM e EDTA a 10mM). Foram aplicados 9l do produto da 

digestão, diluídos em 0,5l de tampão de corrida Blue Green (LGC Bio). Foi aplicado no gel 

5l do marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb (Invitrogen). A separação 

eletroforética foi realizada a 80V por 30 min.  

4.4.4 Análise do polimorfismo -1082(G>A) do Gene IL-10 PCR Alelo – Específico 

pela técnica ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System), descrita por 

CRILLY et al., 2003. 
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A reação foi realizada utilizando os seguintes parâmetros: em um volume final de 

20µl, foi utilizado 10 l de MasterMix 1X(Promega®), 0,5l de cada primer, 7,0l de água 

DEPC e 2,0 l 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 reação foi incubada no termociclador PTC-100 (MJ Research) nas seguintes  

condições de amplificação: um ciclo de desnaturação inicial de 94ºC por 3 minutos, seguidos 

por 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minutos, 59ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto e 

um ciclo de extensão final a 72ºC por 5 min. O tamanho do produto amplificado foi de 152 

pb.  

Após a PCR os produtos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

em tampão TAE (Tris Acetato a 400 mM e EDTA a 10 mM). Foram aplicados 9 l do 

produto da ARMS-PCR, diluídos em 0,5l de tampão de corrida Blue Green (LGC Bio). Foi 

aplicado no gel 5l do marcador de peso molecular(ladder) de 100 pb (Invitrogen). A 

separação eletroforética foi realizada a 80V por 30 min.  

 

4.5 Estudo Bioquímico 

Foram colhidos através de punção venosa à vácuo, 6 mL de sangue,  em tubo seco 

com gel separador. Após a formação de coágulo, o material foi submetido à centrifugação de 

3.000 RPM durante 5 minutos para obtenção de soro. 

A dosagem bioquímica da proteína C reativa ultra-sensível (VR: 0,0 a 5,0 mg/dL) foi 

realizada no setor de bioquímica do laboratório de análises clínicas do Pronto Socorro 

Cardiológico 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 Análise hematológica 

 Foram colhidos através de punção venosa à vácuo, 5 mL de sangue, em tubo com 

EDTA (anticoagulante), para obtenção de sangue total. Foram também confeccionados no 

momento da coleta, estiraços em lâmina de microscopia que foram posteriormente corados 

através de corantes panóticos rápidos. 

Os exames hematológicos (hemograma completo e VSH) foram realizados no setor de 

hematologia do laboratório de análises clínicas do Pronto Socorro Cardiológico de 

Pernambuco (PROCAPE)  da Universidade de Pernambuco (UPE). O hemograma foi 

realizado por metodologia automatizada do aparelho XD-2100 da marca SYSMEX®, seguido 

de revisão microscópica da lâmina pelo pesquisador. Já o VSH foi realizado por metodologia 

manual (método de Wintrobe). 

4.7 Análise Estatística 

A existência de associações entre variáveis categóricas foi realizada utilizando o teste 

de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, de acordo ao tamanho das amostras. A magnitude 

dessas associações foi estimada com o odds ratios (OR), utilizando intervalos de confiança de 

95%. As comparações de distribuição entre variáveis contínuas foram realizadas através de 

métodos não paramétricos (Testes de Mann-Whitney, Wilcoxon ou Kruskal-Wallis). Todos os 

testes foram de duas caudas e um valor de p menor que 0,05, indicativo de significância 

estatística. Foram calculadas as freqüências genotípicas e alélicas dos polimorfismos 

analisados. Para estas análises 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-α 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-α polymorphism were digested by NcoI 

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-α 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-α/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-α is an important pro-inflammatory cytokine that is 

involved in systemic inflammation, and stimulates acute phase reactions [4]. Several SNPs in 

the TNF-α 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-α gene increases TNF-α transcription [5-6]. 

Such variations in the TNF-α 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-α 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 Barão de Lucena/SES/PE and Hospital das Clínicas 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-α 

Genotyping of the single nucleotide polymorphisms in the promoter region of the 

TNF-α 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 15.0µl 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 

94ºC for 3 min, 30 cycles of amplification consisting of denaturation at 94ºC for 1 min, 

annealing at 52ºC for 1min, extension at 72ºC for 1min and in the last cycle, extension was 

prolonged to 5 min [28].  The PCR products were digested using 2unit/μl of NcoI restriction 

enzyme in a total volume of 25μl, containing 8μl 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 95º C, 40 cycles of 

15 s at 95ºC, 50 s at 65ºC and 50 s at 72ºC, with a final extension at 72ºC 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-α 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-α 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-α in the CD and control groups are shown in Table 2. The distributions of 

genotypes of TNF-α gene polymorphism at -308 G/A and of IL-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-α genotype. In the control group, 

80.26% (61/76) had the G/G TNF-α genotype, 19.74% (15/76) had the G/A TNF-α 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-α (-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-α gene is located on chromosome 6 in a region containing the IBD3 locus [30], and 

several studies have implicated TNF-α promoter polymorphisms (-308 G/A) as potential 

determinants of CD susceptibility. A number of studies have been published on TNF-α 

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-α 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-α -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-α gene and CD (Table 2). 

Some studies have also reported associations between TNF-α 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-α 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 
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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 IL-10 and TNF-α, which are mutually regulated and play 

opposing functional roles in inflammatory responses. Whereas TNF-α 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 TH1-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 IL-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-α and -1082 IL-10 

polymorphism don’t contribute to predispose individuals to localization, behavior or CD 

susceptibility in Brazilian population.  
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Clinical Characteristics Patients, n = 49 (%) 

Age at diagnosis  

    < 40 years 31 (63.3) 

    ≥ 40 years 18 (36.7) 

Sex  

    Male 26 (53.1) 

    Female 23 (46.9) 

Location  

   Colonic  13 (31.7) 

   Small bowel  8 (19.5) 

   Upper GI  1 (2.4) 

   Mixed location 19 (46.4) 

Behavior  

    Non-stricturing/non-fistulizing 16 (32.6) 

    Stricturing 14 (28.5) 

    Fistulizing 19 (38.9) 

Extraintestinal manifestations (n=23) 

    Arthritis/Artralgia 18 (36.7) 

    Psoriasis 1 (2.1) 

    Ankylosing spondylitis   1 (2.1) 

    Pyodermitis 2 (4.2) 

    Erythema nodosum 1 (2.1) 

Complete clinical information according to the Vienna classification [27] modified. 

Table 1. Clinical characteristics of the CD group 
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TNF-α 

(-308G/A) 

CD patients 

n= 46(%) 

Controls 

n=76(%) 
χ2(P value) OR (95% CI) 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 

(-1082G/A) 

CD patients 

n= 44(%) 

Controls 

n= 132(%) 
χ2(P value) OR (95% CI) 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      

G 40 (54.5) 120 (54.5) 
0.0000 - - 

A 48 (45.4) 144 (45.4) 

Table 2. The frequencies of the genotypes and allelic of -308 G/A of TNF-α and -1082 

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

*P values are in comparison with the control group. 

NS: not statistically significant. 
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                                                        TNF-α   GG         TNF-α  GA+AA         χ2(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 χ2(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) 73.7 (14) 26.3(5) 0.001 (0.9816) 

Table 3.  TNF-α and IL-10 gene polymorphism in various phenotype of 

Crohn’s disease (CD): proportions of genotypes (%) 
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RESUMO 

Introdução: A avaliação dos pacientes com doença inflamatória intestinal  (DII) é muitas vezes 
complexa, exigindo uma combinação de achados clínicos, laboratoriais, endoscópico, histopatológico 

ou radiológico. A implementação da estratégia de diagnóstico, utilizando biomarcadores não 

invasivos, é necessário. Objetivos: traçar um perfil de marcadores inflamatórios sanguíneos, 

utilizados rotineiramente na prática clínica, em relação à forma anátomo-clinica da doença de Crohn e 
analisar as diferenças deles de acordo com este comportamento. Pacientes e métodos: Foram estudos 

49 pacientes ambulatoriais (entre 14 a 81 anos) com diagnóstico de Doença de Crohn. Durante a 

consulta clínica foi realizada entrevista para obtenção de dados clínico-epidemiológicos através do 
preenchimento de ficha clínica personalizada. Também foi coletado sangue venoso periférico, para 

realização das análises hematológica e bioquímica. Resultados: A idade média dos participantes foi 

de 41,8 anos e o gênero predominante foi o masculino (53,1%.). A idade de diagnóstico da doença foi 

maior em indivíduos com idade inferior a 40 anos de idade, com 31/49 (63,3%).  Em relação à 
localização da doença prevaleceu a ileal 22/49 (44,9%), seguida pela colônica 14/49 (28,5%). Em 

relação aos exames laboratoriais utilizados como marcadores inflamatórios, VSH e proteína C reativa 

ultra-sensível (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-clínicas, 

separadamente, a fistulizante foi a forma  que apresentou a maior parte dos pacientes com elevação 

deles, com 78,9% para ambos os testes. Não foi encontrado diferença estatística entre os marcadores 
utilizados e as diferentes formas anátomo-clínicas da doença. Conclusão: A PCR  e o VSH são 

poucos dispendiosos e são testes mais simples de utilizar do que os índices de atividade que 

consomem tempo e são um pouco complexos. Portanto, é útil para avaliar atividade da DC. Os nossos 

resultados sugerem que a PCR é de medição  importante na prática diária, mas que seu impacto clínico 
e terapêutico terá de ser complemantado com estudos posteriores. 

Palavras-chave: Doença de Crohn, Proteína C-reativa, Hemossedimentação. 

ARTIGO  A SER SUBMETIDO À REVISTA DIGESTIVE DISEASE AND SCIENCE 

QUALIS CAPES: ÁREA MEDICINA II, ESTRATO B1 

FATOR DE IMPACTO: 2.117 
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Introdução 

 A avaliação dos pacientes com doença inflamatória intestinal  (DII) é muitas vezes 

complexa, exigindo uma combinação de achados clínicos, laboratoriais, endoscópicos, 

histopatológicos ou radiológicos (NAKAMURA et al., 2003). O diagnóstico da DII, 

particularmente da doença de Crohn (CD), é frequentemente perdido ou retardado, devido à 

natureza não-específica de sinais e sintomas intestinais e extra-intestinais (MEUWIS et al, 

2007). 

A implementação da estratégia de diagnóstico, utilizando biomarcadores não 

invasivos, é necessário. Estes biomarcadores têm o potencial de evitar procedimentos 

invasivos desnecessários,  ou seja, avaliações diagnósticas que podem resultar em desconforto 

e em possíveis complicações (MENDOZA; ABREU, 2009). A presença de inflamação 

intestinal ativa nas DII está associada com uma reação de fase aguda e migração dos 

leucócitos para o intestino, desencandeando na produção de várias proteínas, que podem ser 

detectadas no soro, tais como proteína C-reactiva (PCR) ou fezes, como calprotectina fecal 

(GISBERT et al., 2007). 

 Escores de atividade de doença clínica e exames laboratoriais (em particular, os 

marcadores inflamatórios: velocidade de  sedimentação das hemácias, VSH, e proteína C-

reativa) são usados para determinar a gravidade da doença inflamatória intestinal 

(LANGHORST et al., 2008). A capacidade para determinar o tipo, gravidade, prognóstico e 

resposta à terapia de DII, utilizando biomarcadores tem sido um objetivo dos investigadores 

clínicos (SOLEM et al., 2005).  

Sob circunstâncias normais a PCR é produzida por hepatócitos em quantidades baixas 

(1 mg/dL). No entanto, após um estímulo de fase aguda, tais como uma inflamação, os 

hepatócitos aumentam rapidamente a produção de PCR sob a influência de interleucina (IL)-

6, factor de necrose de tumoral (TNF-α) e IL-1β, e pode atingir níveis máximos de 350-

400mg/dL (KAROUI et al., 2007). Há  uma heterogeneidade notável na resposta da PCR 

entre a DC e RCUI, considerando que a DC é 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 possível explicação é baseada no fato da inflamação no caso da RCUI ser limitada à 

mucosa do cólon, enquanto que na DC é transmural e, portanto, há um efeito sistêmico maior 

(GISBERT et al., 2007). 
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O VSH mede a velocidade que as hemácias sedimentam em um tubo capilar. 

Inevitavelmente, o VSH depende da concentração plasmática e do número e tamanho dos 

eritrócitos, portanto certas situações como anemia, policitemia, e talassemia 

afetam o VSH (VATAY et al., 2003). Ao contrário 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 estão associados à atividade das 

DII (doenças inflamatórias intestinais) é desconhecido. RDW é uma medida quantitativa da 

anisocitose, que é a variabilidade no tamanho do diâmetro dos eritrócitos. O RDW é aferido 

por analisadores automatizados de hematologia que são utilizados para realizar os 

hemogramas. Uma elevação no RDW pode ocorrer em condições de produção ineficaz das 

hemácias (deficiência de ferro, vitamina B12 ou folato, e hemoglobinopatias), aumento da 

destruição das hemácias (hemólise), ou depois de transfusões de sangue (SEOK, C. et al., 

2011). Citocinas pró-inflamatórias têm sido estudadas na  inibição da eritropoietina. Assim,  a 

inflamação pode levar a anisocitose através da liberação de hemácias imaturas para a 

circulação periférica (LIPPI et al., 2009). 

Estudos recentes têm sido conflitantes sobre a capacidade do VSH 

e da  PCR  prever a atividade da doença na RCUI, mas outros trabalhos têm demonstrado que 

o local da doença tem um grande impacto nestes parâmetros laboratoriais, por exemplo, a 

inflamação restrita ao reto ou cólon sigmóide apresenta VSH e PCR baixos (RODGERS; 

CUMMINS, 2007) apesar do paciente apresentar um quadro grave da doença. Na DC, o VHS 

correlaciona bem com doença limitada ao cólon, mas não relacionada com o  intestino 

delgado (SIDOROFF, 2010).  

O objetivo principal deste trabalho foi traçar um perfil de marcadores inflamatórios 

sanguíneos, utilizados rotineiramente na prática clínica, em relação à forma anátomo-clinica 

da doença de Crohn e analisar as diferenças deles de acordo com este comportamento. O 

índice de atividade da doença de Crohn (CDAI), a hemoglobina (Hb) e a amplitude de 

distribuição das hemácias (RDW) também foram avaliados.  
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Metodologia:  

Foram selecionados 49 pacientes (entre 14 a 81 anos) com diagnóstico de Doença de 

Crohn, que são regularmente atendidos no Serviço de Gastroenterologia/Coloproctologia do 

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no serviço de 

Proctologia do Hospital Barão de Lucena SES/PE, no período de janeiro/2011 a julho/2011. 

O critério de inclusão foi o diagnóstico confirmado de DC estabelecido por meio de 

achados clínicos, radiológicos, endoscópicos e histopatológicos, de acordo com os critérios da 

classificação de Lennard-Jones (1989). Todos estes pacientes foram classificados de acordo 

com a forma anátomo-clínica predominante (inflamatória, fistulizante ou estenosante), 

baseados na classificação de Vienna (GASCHE et al., 2000). 

Como critérios de exclusão foram dispensados aqueles pacientes com colite 

indeterminada ou que tenham sofrido qualquer processo cirúrgico recente devido a distúrbios 

gastrointestinais. Também foram excluídos da pesquisa aqueles pacientes que não 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 

obtenção de informações clínico-epidemiológicas através do preenchimento do questionário.  

O hemograma completo foi realizado por metodologia automatizada do aparelho XD-

2100 da marca SYSMEX®, seguido de revisão microscópica da lâmina pelo pesquisador. Já o 

VSH foi realizado por metodologia manual (método de Wintrobe). A dosagem da proteína C 

reativa ultra-sensível, foi realizada por metodologia automatizada, nefelometria,  do 

equipamento COBAS INTEGRA 400 PLUS da marca ROCHE®. Todos os exames 

laboratoriais foram realizadas no laboratório de análises clínicas do Pronto Socorro 

Cardiológico de Pernambuco (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco (UPE). 

Os parâmetros utlizados foram os seguintes: hemoglobina (Hb, 

faixa de 14-18 g / dl para homens e 12-16 g / dl para mulheres), contagem total de leucócitos 

(WBC, faixa de 4.000-10.000 / mm
3
), contagem de plaquetas (PLT, faixa de 150,000-450,000 

/ mm
3
), e coeficiente de variação de distribuição das hemácias (RDW, faixa de 11-14%). Os 

níveis de normalidade para o VSH e da  PCR foram de 20 mm / h e 0-5,0 mg / dl, 

respectivamente (CAKAL et al., 2009).  

O projeto foi avaliado e aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do CCS/UFPE sob 

número de protocolo n°: 222/10, folha de rosto n°: 349673 e CAAE n°: 0223.0.172.000-10. 
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As medidas obtidas foram submetidas ao estudo estatístico utilizando-se a obtenção de 

médias, desvio-padrão e o teste de Tukey, através do Software PRISMA 3.0. Em todos os 

casos, foi considerado como nível de significância para rejeição da hipótese nula um valor de 

p<0,05. 
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Resultados: 

Foram estudados um total de 49 pacientes de ambos os gêneros, no qual predominou o 

masculino com 26/49 (53,1%) dos participantes (tabela 1). Participaram do estudo indivíduos 

entre 14 e 81 anos de idade com uma média ± DP de 41,8±14,7 anos. A faixa etária com 

maior prevalência da Doença de Crohn foi a de adultos jovens (26 a 41 anos) com 19/49 (38, 

7%). 

A idade de diagnóstico da doença foi maior em indivíduos com idade inferior a 40 

anos de idade, com 31/49 (63,3%).  Em relação à localização da doença prevaleceu a ileal 

22/49 (44,9%), seguida pela colônica 14/49 (28,5%). Apenas 3/49 (6.1%) apresentaram a 

doença no trato gastro intestinal (TGI) superior.) (tabela 1). 

 

Tabela 1. Características clínicas de acordo com a Classificação de Vienna (1998) 

modificado. 

Características clínicas Pacientes, n(%) 

Idade de diagnóstico:  

     < 40 anos 31 (63.3%) 

     ≥ 40 anos 18 (36.7%) 

Gênero:  

     Masculino 26 (53.1%) 

     Feminino 23 (46.9%) 

Localização;  

     Ileal 22 (44.9%) 
     Colon 14 (28.5%) 

     Ileo-colonica 10 (20.5%) 

     TGI superior 3 (6.1%) 

Forma anátomo-clínica:  

     Inflamatória  16 (32.6%) 

     Estenosante 14 (28.5%) 

     Fistulizante 19 (38,9%) 

 

Em relação aos exames laboratoriais utilizados como marcadores inflamatórios, VSH 

e proteína C reativa ultra-sensível,  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-clínicas, separadamente, a fistulizante foi a forma  que 

apresentou a maior parte dos pacientes com elevação deles, com 78,9% para ambos os testes. 

Já a forma que apresentou uma elevação mais branda, destes exames, foi a estenosante com 

7/14(50%) e 4/14(28,5%) dos pacientes, respectivamente (gráfico 1).  
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Gráfico 4: Perfil de alteração (em %) dos marcadores inflamatórios de acordo com a forma anátomo-

clínica da DC. 

 

Apesar dos valores do VSH e da PCR estarem elevados em todas as formas anátomo-

clínicas (tabela 2), não houve significância estatística (p>0,05) para usarmos estes marcadores 

como ferramentas capazes de diferenciar uma forma da outra (gráficos 2 e 3). O índice de 

atividade inflamatória na Doença de Crohn, conhecido como CDAI (Crohn’s Disease Activity 

Index) (BEST et al, 1976), obtido a partir de dados clínicos e laboratoriais do paciente, esteve 

abaixo de 150 para todos os indivíduos pesquisados, categorizando os pacientes num quadro 

de remissão da doença. 

 

Tabela 2: Médias e desvio-padrão do CDAI, do VSH e da PCR em relação à forma       

anátomo-clínica da DC. 

Forma anátomo-clínica 

(n) 

 Média do 

CDAI ± DP 

Média do 

 VSH (mm/h) ± DP 

Média da 

PCR (mg/dL) ± DP 

Inflamatória (n=16) 47 ± 37.1 26.1 ± 16.9 9.8 ± 13.2 

Estenosante (n=14) 47.8 ±  28.9 23.0 ± 19.2 5.3 ± 9.7 

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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Gráfico 5: Comparação dos valores médios dos resultados do VSH entre as formas clínicas da DC. 
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Gráfico 6: Comparação dos valores médios dos resultados da PCR entre as formas clínicas da DC. 

 

 Os níveis de Hb nos pacientes do sexo masculino se apresentaram abaixo dos valores 

de referência (14g/dl)  nas formas estenosante e fistulizante. Nos pacientes do sexo feminino, 

os níveis de Hb permaneceram dentro dos padrões de normalidade em todas as formas 

anátomo-clínicas (12-16g/dl). Os valores de RDW ficaram acima dos valores de referência 

(11-14%) nas formas estenosante e fistulizante (tabela 3). Embora, em algumas formas 

clínicas, a Hb e o RDW estarem fora dos valores de normalidade estabelecidos no estudo, a 

diferença entre elas  não foi significante (p>0,05). 

PCR (mm/dL) 

VSH (mm/h) 

 

 

p>0,05 

p>0,05 
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Tabela 3. Médias e desvio-padrão da Hb e do RDW em relação à forma anátomo-clínica da 

DC. 

Forma anatomo-clínica (n) Média Hb(g/dL) 

Masc/Fem 

Média RDW± DP (%) 

 

Inflamatória (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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Discussão e conclusão 

 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 diferença estatística entre os 

fenótipos da doença. Estudou-se também a associação com outros marcadores laboratoriais 

(hemoglobina e RDW) e com o índice de atividade da doença de Crohn (CDAI). 

 O CDAI é o índice mais utilizado tanto na prática quanto em ensaios clínicos. No 

entanto, ele tem algumas limitações: este escore requer a coleta de dados diariamente durante 

os 7 dias que precedem a consulta, podendo ocorrer uma variabilidade inter observador 

considerável. Além disso, o CDAI não é preciso em pacientes que tenham sido submetidos a 

ressecções íleo-colônicas ou que tiveram a forma fistulizante da doença (CHAMOUARD et 

al., 2006; FILIK, 2006). 

Alguns autores, portanto, tentaram avaliar a atividade da DC por outros meios, em 

especial por marcadores biológicos disponíveis na prática atual (VERMEIRE, S et al., 2006). 

Dentre estes marcadores, a PCR representa o parâmetro mais importante, utilizado em várias 

fases de tratamento nas doenças inflamatórias do intestino,  particularmente na doença de 

Crohn (VERMEIRE, SÉVERINE et al., 2004) 

A dosagem da PCR tem sido utilizada como um marcador de inflamação intestinal 

durante o acompanhamento de pacientes com DII, mas a associação entre níveis de PCR e o 

grau de inflamação é mal documentado (FLORIN et al., 2006, SOLEM et al., 2005). No 

presente estudo, nenhuma diferença na resposta da PCR foi observada entre os fenótipos da  

doença de Crohn de acordo com a classificação de Vienna, apesar das dosagens estarem 

acima dos valores normais em 57,1% do total de pacientes estudados. 

Solem (2005), encontrou uma associação significativa entre um nível de PCR elevada 

(> 8 mg/dL) com DC ativa e inflamação endoscópica e histológica,  mas sem o uso de índices 

de atividade clínica. Chamouard (2006) identificou uma relação significativa entre o valor de 

PCR, informações clínicas e índices representados pelo CDAI e pelo Van Hees. Por outro 

lado, alguns estudos mostraram que os níveis de PCR não foram diferentes entre pacientes 

sem atividade da doença e aqueles com algum sinal endoscópio de inflamação no intestino 

(COLOMBEL et al., 2006) 

 Estudos recentes têm demonstrado que os pacientes com Doença de Crohn apresentam 

uma maior produção de PCR, em relação aos pacientes com RCUI, devido à inflamação 

trasmural da parede do intestino. Pacientes com DC com envolvimento do cólon apresentaram 

valores de PCR superiores aos dos pacientes com RCUI com colite extensa, indicando que a 

extensão da doença provavelmente não é um fator importante. No estudo também não foi 
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observado diferença dos valores de PCR entre os fenótipos da doença (HENRIKSEN et al., 

2008). 

Rodgers (2007), observou valores aumentados e crescentes de PCR e VSH de acordo 

com a gravidade da doença (remissão, leve, moderada e grave), porém os resultados 

encontrados não foram estatisticamente significativos em relação ao quadro clínico da doença. 

Um estudo recente encontrou dosagens de PCR mais baixas em  pacientes  com doença 

predominantemente ileal, mesmo com a doença clinicamente ativa (FLORIN et al., 2006). 

Isso indica que tanto a PCR e o VSH são mais sensíveis à DC localizada no cólon do que no 

íleo. O estudo de Fagan (1989) mostrou que tanto a PCR como o VSH tiveram boa correlação 

com a atividade da doença, porém a correlação foi melhor com a PCR. No mesmo estudo foi 

associado o aumento de PCR com lesões endoscópicas e lesões ativas em biópsias.  

Vermeire (2006) concluiu que os marcadores laboratoriais, VSH e PCR, foram úteis, 

porém se observou uma heterogeneidade na resposta.  Rodgers (2007) encontrou marcadores 

(PCR e VSH) elevados em alta porcentagem dos casos com doença inflamatória ou 

fistulizante. Aqueles com doença estenótica, no entanto, apresentaram uma pontuação clínica 

alta, na ausência de marcadores de inflamação. Em alguns casos, mesmo na doença 

quiescente e leve, houve elevação dos níveis de VSH e PCR, indicando a inflamação contínua 

na ausência de sintomas. Chamouard (2006) identificou uma relação significativa entre o 

valor de PCR, informações clínicas e índices representados pelo CDAI e pelo Van Hees. 

Porém, não encontrou relação estatística entre os valores de PCR, comportamento e 

localização da doença, semelhante ao presente estudo. 

A PCR foi demonstrada ser um marcador mais sensível da atividade da doença do que 

o VSH, particularmente na DC. Rodgers (2007) relatou que tanto na RCUI quanto na DC, a 

percentagem de pacientes com VSH e PCR elevados, seus níveis médios eram comparáveis 

para cada fase, localização e gravidade da doença clínica. 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 os 

marcadores. 

O melhor marcador de laboratório para diferenciar os pacientes normais com os 

pacientes com DII 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 relação estatística significante (p=0,001) entre os níveis de 

PCR e atividade endoscópica, porém não encontrou diferença estatística significante entre o 

CDAI e a atividade endoscópica, demonstrando as limitações deste índice. Supostamente a 

gravidade clínica depende mais da inflamação transmural que é típico desta doença do que as 

lesões superficiais acessíveis pela endoscopia. 

Um estudo de pacientes pediátricos com DII, comparando a localização isolada da 

doença com os valores de PCR alterados, encontrou um p= 0,02 comparando as médias 

logarítimas dos valores de PCR da localização ileal e colônicas, isoladas. Já o VSH não foi 

relacionado nesta comparação. A sensibilidade e a especificidade foram maiores para os 

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 pediátricos com DII, encontrou uma correlação 

positiva entre os valores de PCR e o PCDAI (Índice de Atividade da Doença de Crohn 

Pediátrico), 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 doença inativa, com um PCDAI > 10 que determina atividade da 

doença. Foi encontrado também uma diferença estatística significante (p<0,001) entre os 

graus de atividade da doença inativa e ativa ( leve, moderada e severa) e os níveis de PCR, 

porém nenhuma diferença foi encontrada (p=0,136) entre os os graus leve e moderado. Os 

valores aumentados de PCR também estiveram relacionados com a localização da doença, 

onde foi encontrado um p=0,0046 da localização ileocolônica em relação à colônica. Houve 

uma diferença significativa (p=0,007) entre o VSH e as formas inativa e a ativa, entretanto 

não houve diferença estatística entre os valores de VSH e as formas ativas. Foi encontrado 

uma correlação positiva (p<0,0001) entre os valores de VSH e PCR, e também entre os 

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 

(doença inativa) a um PCDAI>10 (doença ativa) (TILAKARATNE et al., 2010). 

 Até o momento não existe terapia médica que tenha sido demonstrado em  reduzir a 

produção de PCR pelos hepatócitos, portanto, um decréscimo na concentração de PCR deve 

ser o resultado de que uma redução da inflamação intestinal causada pela terapia médica ou 

uma variação natural na atividade da doença, ou ambos (HENRIKSEN et al., 2008). 

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

tratamento da doença inflamatória intestinal. Os níveis normais de PCR foram associados 
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com uma melhor resposta terapêutica 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 recaída com uma sensibilidade de 89%. Florin (2006) notou  que  apesar de haver 

uma correlação da atividade da DC com a PCR, essa relação pode ser baixa em pacientes com 

a doença ativa. Embora vários marcadores laboratoriais foram investigados na DII, nenhum 

foi mostrado para ser ideal ou superior às nossas atuais ferramentas de diagnóstico. No 

entanto, a PCR é um marcador útil e deve ser preferida em DC, pois se correlaciona bem com 

atividade da doença. Considerando fase aguda outro reagentes e marcadores de inflamação 

como o VSH também fornecem informações confiáveis sobre a atividade da doença. Sua 

meia-vida mais longa e a  interferência com outros fatores  tornam-os menos útil em prática 

clínica em comparação com a PCR (VERMEIRE, S et al., 2006). 

Estudos recentes têm relatado que o RDW se correlaciona com a atividade da doença 

em pacientes com DII (CAKAL et al., 2009), (CLARKE et al., 2008). Um estudo 

desenvolvido para classificação das anemias sugeriu o uso do volume corpuscular médio 

(VCM) e RDW juntos para definição da anemia. O RDW é também um sensível marcador de 

deficiência nutricional a qual afeta a produção e  maturação das hemácias (BESSMAN et al., 

1983). 

Em nosso estudo os valores de RDW ficaram acima dos valores de referência (11-

14%) nas formas estenosante e fistulizante, 14,5% e 14,6%, respectivamente. Apesar de nas 

formas clínicas relatadas o RDW estar fora dos valores de normalidade, a diferença entre elas  

não foi significante (p>0,05). 

Song (2011), em um estudo retrospectivo, encontrou um aumento do RDW associado 

com a atividade e a gravidade da doença em pacientes com DII com ou sem anemia, e 

apresentando uma precisão maior que os valores de PCR e VSH. Clarke (2008) também em 

um estudo retrospectivo, encontrou uma pequena diferença, porém estatisticamente 

significante (p=0,027) dos valores de RDW entre pacientes com DC e com RCUI. Cakal 

(2009), encontrou uma elevação 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 sensível e específico de doença ativa em pacientes com DC.  
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Alguns autores relataram prejudicada a absorção intestinal de ferro correlacionada 

com a atividade da doença e marcadores de inflamação em pacientes com CD. A deficiência 

de ferro devido à perda crônica de sangue, a absorção deficiente e a falta de ingestão 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 têm aumento na severidade da 

doença e redução da qualidade de vida (SEMRIN et al, 2006, GUAGNOZZI et al, 2006). 

Os dados apresentados fornecem uma base para a implementação de mais um rigoroso 

projeto de estudo com a análise de novos dados, onde o RDW pode provar ser clinicamente 

um marcador eficaz e de baixo custo. Avaliando o RDW como um marcador adicional para 

uma futura avaliação inflamatória da DC, podendo colaborar no diagnóstico e contribuir como 

mais uma ferramenta em nossa compreensão da DC (CLARKE et al., 2008).  A elevação do 

RDW precede as alterações dos níveis de VCM e hemoglobina, o que significa que ele pode 

ser usado como um marcador de início para a avaliação da atividade da doença em pacientes 

com DII. 

Os mecanismos biológicos subjacentes a esta associação é mérito de investigação. O 

RDW é amplamente disponível sem custo adicional na rotina hematológica laboratorial atual 

e é altamente reprodutível. São necessárias mais pesquisas para determinar se o RDW é ou 

não um instrumento de avaliação útil para a atividade da DC em diferentes cenários clínicos. 

Os nossos resultados sugerem que a PCR de medição é importante na prática diária, 

mas que seu impacto clínico e terapêutico terá de ser avaliado em estudos posteriores. Os 

valores de PCR isolados não pode substituir CDAI ou outros índices de atividade clínica, nem 

da avaliação clínica. Os estudos combinando vários parâmetros biológicos e morfológicos são 

exigidos. 

A PCR  é pouco dispendiosa e constitui um teste mais fácil de utilizar do que os 

índices de atividade que consomem tempo e são um pouco complexos. Portanto, é útil para 

avaliar atividade da DC. Estudos adicionais são necessários para incorporar a PCR em índices 

já existentes ou para a definição de novos índices incluindo-a.  Se a questão do retorno da 

PCR aos valores normais deve ser um objetivo da terapia também merecem avaliações 

futuras. Marcadores são úteis e devem ser integrados na gestão global do paciente com DII. 
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A limitação deste estudo foi o tamanho da amostra, relativamente pequena, 

especialmente quando os pacientes foram estratificados em subgrupos de acordo com o 

fenótipo da DC (inflamatória,  estenosante e fistulizante). 

Os médicos, na prática, dependem de uma combinação de história clínica, achados ao 

exame físico e investigações para determinar a presença da doença ativa. Uma melhor 

compreensão da correlação entre medidas subjetivas e objetivas pontos (em particular os 

marcadores inflamatórios) ajudará os médicos na avaliação de pacientes com doença 

inflamatória intestinal. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os marcadores inflamatórios estudados se encontraram alterados na maioria dos 

pacientes com Doença de Crohn, porém não houve diferença estatística significante 

entre estes marcadores e as formas anátomo-clínicas da doença na população estudada. 

 Os polimorfismos da TNF-α(-308G/A) e da IL-10(-1082G/A) não foram 

estatisticamente significante em relação ao comportamento (inflamatória, estenosante 

e fistulizante) da Doença de Crohn na população estudada. 

 Estudos posteriores com mais marcadores genéticos, associação de marcadores 

inflamatórios com índices de avaliação da DC e um número maior de pacientes 

necessitam ser realizados para que seja traçado um perfil genético diferencial nas 

diferentes manisfestações clínicas da DC em nossa população.  
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
 

Título: Análise do polimorfismo gênico em diferentes formas anátomo-clínicas da Doença de Crohn. 

Mestrando: Wagner Neves Fernandes 

Orientador: Prof. Dr. Mário Ribeiro de Melo-Júnior. 

Co-orientadores: Profa. Dra. Adriana Maria da Silva Telles e Prof. Dr. Francisco Eduardo de 

Albuquerque Lima 
Endereço do local de Pesquisa: Ambulatório Gastroenterologia/Coloproctologia do Hospital da 

Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco(HC/UFPE). 

Endereço profissional do pesquisador: Universidade Federal de Pernambuco. Centro de Ciências da 

Saúde. Programa de Pós-graduação em Patologia. Av. Prof. Moraes Rego,1235- Cidade Universitária. Recife-

PE-Brasil CEP: 50670-901. Telefone/Fax: (81) 2126-8529. 

Justificativa do trabalho: A nossa população se beneficiará desta pesquisa, pelo fato dos 

esclarecimentos que vamos trazer por se tratar de um assunto controverso e carente de informações prognósticas 

confiáveis e com isso vamos contribuir para diminuir o sofrimento de muitos pacientes melhorando a qualidade 

de vida dos mesmos. Vossa participação nesta pesquisa consistirá em autorizar a coleta de amostras de sangue 

através de punção venosa durante seus exames de rotina referente ao seu tratamento sob responsabilidade deste 

serviço médico 
Este trabalho tem como objetivo geral: realizar um levantamento genético e laboratorial 

(hematológico e bioquímico) de pacientes portadores da Doença de Crohn atendidos no Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) 

Benefícios do estudo: As informações coletadas nesse estudo ajudarão a identificar as alterações 

genéticas e laboratoriais, que ocorrem em pacientes acometidos pela Doença de Crohn, como também avaliar se 

essas alterações têm correlação com o quadro clínico e suas repercussões na qualidade de vida do paciente. A 

compreensão desses mecanismos imunitários levará a definir novas bases de tratamento clínico e cirúrgico mais 

específicos, precisos e eficientes. 

Possíveis riscos: O estudo oferece risco mínimo à saúde, podendo causar certo constrangimento aos 

voluntários, pois eles serão solicitados a se submeterem à coleta de material biológico (sangue venoso) que será 

utilizado para as análises genéticas e laboratoriais. O mesmo será informado da possibilidade da ocorrência de 

dor e/ou posterior formação de edema no local da punção, que são eventos fisiológicos normais e que variam de 
pessoa para pessoa. 

Caso não compreenda o conteúdo ou qualquer palavra que há neste termo de consentimento, pergunte 

ao investigador, para melhor esclarecimento. Ambas as partes receberão uma cópia deste termo de 

consentimento para o seu registro. 

O senhor(a) está sendo convidado(a) a participar de um estudo sobre: Análise do polimorfismo gênico 
em diferentes formas anátomo-clínicas da Doença de Crohn. 

Esse estudo não requer nenhum tipo de ônus para o voluntário, sendo todos os custos de total 

responsabilidade do investigador da pesquisa. 

Os resultados deste estudo poderão ser aproveitados para fins de ensino e pesquisa, desde que minha 

identidade não seja revelada. Reservo-me o direito de interromper a minha participação no estudo se julgar 

conveniente, a qualquer momento, sem nenhuma penalidade. Declaro também que não receberei nenhum 

benefício financeiro por minha participação 

Você receberá uma cópia deste termo onde consta o telefone e o endereço do pesquisador principal, 
podendo tirar suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. 

Este projeto foi submetido e aprovado ao Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo seres humanos do 
Centro de Ciências da Saúde da UFPE (CEP/CCS/UFPE), de acordo com a resolução 196/96 do Conselho 
Nacional de Saúde, sob o número de protocolo n°: 222/10 e Folha de Rosto (FR) n°: 349673. Telefone para 
contato com o comitê de ética: 81 2126-8588. 

Desde já colocamo-nos a inteira disposição para quaisquer esclarecimentos adicionais. 

 

Atenciosamente, 

 



77 

 

Programa de pós-graduação em  Patologia 

Av. Prof. Moraes Rêgo, s/n, Cidade Universitária, Recife, PE 

Fone: 2126-8529. e-mail: mariormj@gmail.com, wagnernf1@hotmail.com 

 

Eu,_____________________________________________________________,RG 

________________,idade________,declaro que entendi as informações contidas neste termo de esclarecimento, 

e todas as minhas dúvidas em relação ao estudo e a minha participação nele foram respondidas satisfatoriamente. 

Dou livre o meu consentimento em participar voluntariamente do estudo até que decida pelo contrário. 

 

 

______________________________                              ___________________________ 

Paciente/voluntário                                                                Testemunha 1 

 

_____________________________                             ___________________________ 

Testemunha 2                                                                   Pesquisador 

 

 

Recife, ____ de ____________ de 2011. 

mailto:mariormj@gmail.com
mailto:wagnernf1@hotmail.com
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APÊNDICE B – FICHA CLÍNICA 

 

Universidade Federal de Pernambuco 

Centro de Ciências da Saúde 

Programa de Pós-Graduação em Patologia 
 

Av. Prof. Moraes Rego s/n - Cidade Universitária - CEP: 50670-901 - Recife – PE 
Prédio da Pós-graduação do Centro de Ciências da Saúde (CCS) - térreo 

Fone/Fax: (81) 2126.8529  
http://www. pgmap@ufpe.br  http://www.pospat.ufpe.br 

 

PROJETO: ANÁLISE DO POLIMORFISMO GÊNICO EM DIFERENTES FORMAS ANÁTOMO-
CLÍNICAS DA DOENÇA DE CROHN 

FICHA CLÍNICA 

Nome:______________________________________________________________  

Cidade:__________________Estado:___________ 

Fone para contato: (  )____________              Identificação(codificação):__________ 

Prontuário no HC n°:___________ 

1- Gênero:  M            F                 

2 - Idade:____          

3 - Cor:______________ 

4 - Escolaridade: 

     Analfabeto                    Ensino fundamental            Ensino médio      

    Superior                         Pós-graduado                    Outros:________________ 

5 - Profissão/ocupação:__________________________ 

6 – Diagnostico de Doença de Crohn há:_____anos. 

7 – Achados clínicos: 

    Não                Sim, qual(is):__________________________ 

8 – Achados radiológicos: 

    Não               Sim, qual(is):__________________________  

9 – Achados endoscópicos: 

     Não              Sim, qual(is):__________________________ 

10 – Achados histopatológicos: 

     Não              Sim, qual(is):__________________________ 

11 – Forma anátomo-clínica: 

       Inflamatória               Fistulizante                  Estenosante 

 

12 – Condição clínica atual (Grau de Atividade da Doença): 

Índice de Atividade da Doença de Crohn(CDAI): _________ 

mailto:pgmap@ufpe.br
http://www.pospat.ufpe.br/
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13 – Localização da doença: 

Esofágica                       Gástrica 

Duodenal                       Jejunal  

Ileal                                íleo-cecal 

      Cólons 

14 - Envolvimento Perianal 

      Sim  

      Não 

15 – Tratamento 

     Medicamentoso  Qual(is) medicamento(s):___________Há quanto tempo:______ 

     Dieta                

     Cirúrgico         Há quanto tempo:__________ 

16 – Histórico familiar: 

    Não 

    Sim     

 se sim,grau de parentesco:_____________Quantos casos:____________ 

17 – Manifestações extra-intestinais: 

      Osteoarticular:      Artrite        Artralgia        Espondilite anquilosante       Sacroiliite 

 -    Oftalmológicas:      Uveíte         Conjutivite          Episclerite 

      Dermatológicas:    Pioderma gangrenoso      Eritema nodoso      Piodermite      Aftas  

      Hepatobiliares, qual(is):_______________ 

      Vasculares, qual(is):_________________ 

      Nefrológicas, qual(is):________________ 

 Outro local, qual(is):___________________ 

18 – Tem problemas cardíacos, gástricos, renais, hepáticos ou outros que necessitam de 
acompanhamento médico: 

     Não  

      Sim, qual(is):____________________ 

 

19 – Já foi submetido há algum procedimento cirúrgico: 

     Não 

     Sim, qual(is):________________e há quanto tempo:_____________ 
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20 – Hábitos: 

     Tabagismo:      Atual,     Passado.    Há quanto tempo:____________ 

     Etilismo:      Atual,    Passado.    Há quanto tempo;_____________ 

     Outros, qual(is):____________________ 
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ANEXO A - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA - UFPE 
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ANEXO B - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA HUOC/UPE 
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ANEXO C - CARTA DE ANUÊNCIA DO PROCAPE/UPE 
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ANEXO D – TABELA PARA OBTENÇÃO DO ÍNDICE DA ATIVIDADE DA DOENÇA 

DE CROHN(CDAI) 
Índice de Atividade da Doença de Crohn (CDAI) 

   
Variável Critério Paciente 

Fator de 

multiplicação 
Resultado 

Nº de evacuações liquefeitas Soma do número de evacuações de 7 dias 
  

2 
  

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

  1 = leve,    6   

  2 = moderada,    6   

  3 = intensa   6   

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

  1 = discretamente mal,     6   

  2 = mal,                          6   

  3 = muito mal,                 6   

  4 = terrível   6   

Achados extra-intestinais: Qualquer um 

dos abaixo nos últimos 7 dias: 

·         Artrite ou artralgias   20   

·         Lesões orais ou mucosas   20   

·         Irite ou uveíte   20   

·         Fissura anal, fístula ou abscesso 

perirretal   20   

·         Outra fístula externa   20   

·         Febre   20   

Uso de opióides para diarréia 0 = não   30   

  1= sim   30   

Massa abdominal 0 = ausente,   10   

   2 = questionável   10   

  5 = presente   10   

Hematócrito 47 - Ht (para homens)    6   

  42% - Ht (para mulheres)   6   

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

ANEXO E – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO 
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ANEXO F -  INSTRUÇÃO/NORMAS PARA SUBMISSÃO DE ARTIGOS DA REVISTA 

HUMAM IMMUNOLOGY 
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