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RESUMO

Doenca inflamatodria intestinal descreve um grupo heterogéneo de doencas inflamatérias
cronicas do trato gastrointestinal. Os dois principais tipos de DIl s&o retocolite ulcerativa
idiopatica e doenca de Crohn. A patogénese dessas doencas é caracterizada pela
inflamacédo persistente no intestino, envolvendo uma interagédo entre fatores genéticos,
ambientais e imunoldgicos. Foram investigados aspectos clinico-epidemiologicos e
analisados os polimorfismos dos genes da reposta imune em pacientes brasileiros com
doenca inflamatdria intestinal em diferentes formas anatomo-clinicas. Um total de 101
pacientes foram analisados (43 - retocolite ulcerativa idiopatica e 58 - doeng¢a de Crohn)
para os polimorfismos dos genes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a -308 G/A;
rs1800629), interleucina-10 (IL-10 -1082 GJ/A; rs1800896), dominio do recrutamento e
ativacdo da caspase 15/receptor tipo NOD2 (CARD15/NOD2; rs2066844 e rs2066845),
receptor tipo NOD contendo dominio pirina — NLRP1 (rs12150220), NLRP3 (rs35829419)
e interleucina -lbeta (IL-1p -511T/C; rs16944). A forma anatdmica-clinica de DC
predominante foi a fistulizante (29,31%), seguida por inflamatéria (27,58%) e estenosante
(27,58%). O grupo controle foi composto por 91 individuos saudaveis. Os genes do
receptor tipo NOD contendo dominio pirina 1 e 3 e do dominio do recrutamento e ativacao
da caspase 15/receptor tipo NOD2 variantes R702W e G908R nédo foram associados a
susceptibilidade a doenca inflamatéria intestinal. Em relacdo ao polimorfismo da
interleucina 10, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os genétipos e alelos
para a doenca inflamatdria intestinal comparado aos controles. Fator de necrose tumoral
alfa mostrou uma associacgao estatisticamente significativa entre pacientes e controles de
retocolite ulcerativa idiopatica que sugere que a presenca do alelo A predispbe o
aparecimento de retocolite ulcerativa idiopatica, mas ndo doenca de Crohn. Verificou-se
ainda que o genotipo AG da interleucina 1 foi associado com o desenvolvimento de
retocolite ulcerativa idiopatica. Os resultados sugerem que os polimorfismos de Unica base
do fator de necrose tumoral alfa e da interleucina 1 estdo envolvidos com a retocolite
ulcerativa idiopatica e podem contribuir para a patogénese na populacdo brasileira
estudada.

Palavras-chave:’l. Inflamassoma. 2. Interleucina 1. 3. Fator de Necrose Tumoral alfa. 4.
Polimorfismo de Unica Base. 5. Doenca inflamatéria intestinal.



ABSTRACT

Inflammatory bowel disease describes a heterogeneous group of chronic inflammatory
diseases of the gastrointestinal tract. The two main types of inflammatory bowel disease
are ulcerative colitis and Crohn disease. The pathogenesis of the disease is characterized
by unpredictable attacks of inflammation of the intestine, besides involving an interaction
between genetic, environmental and immunological factors. Clinical and epidemiological
aspects were investigated and the polymorphisms of genes of the immune response in
Brazilian patients with inflammatory bowel disease in different anatomic-clinical forms were
analyzed. A total of 101 patients were analyzed (43 - ulcerative colitis and 58 - Crohn
disease) for the tumour necrosis factor alpha (TNF-a -308 G/A; rs1800629), interleukin-10
(IL-10 -1082 G/A; rs1800896), caspase activation and recruitment domains 15/ NOD like
receptor 2 (CARD15/NOD2; rs2066844 and rs2066845), NOD like receptor pyrin domain
containing — NLRP1 (rs12150220), NLRP3 (rs35829419) and interleukin-1beta (IL-18 -
511T/C; rs16944) genes polymorphisms. The anatomic-clinical form of Crohn disease
predominant was the fistulizing (29.31%), followed by inflammatory (27.58%) and
stricturing (27.58%). A control group was composed by 91 healthy subjects group. NOD
like receptor pyrin domain containing 1 and 3 and caspase activation and recruitment
domains 15/ NOD like receptor 2 genes R702W and G908R variants were not associated
to inflammatory bowel disease susceptibility. With respect to the polymorphism of
interleukin-10, no statistical difference was found between the genotypes and alleles for
inflammatory bowel disease compared to controls. Tumour necrosis factor alpha showed
a statistically significant association between ulcerative colitis patients and controls which
suggests that the presence of A allele predisposes the onset of ulcerative colitis but not
Crohn disease. It was found yet that AG genotype of interleukin-1beta was associated with
the development of ulcerative colitis. The results suggest that the tumour necrosis factor
alpha and interleukin-1beta single nucleotide polymorphisms are involved with ulcerative
colitis and may be contributing to pathogenesis in Brazilian population.

Keywords: 1. Inflammasome. 2. Interleukin 1. 3. Tumour Necrosis Factor alpha. 4. Single
Nucleotide Polymorphism. 5. Inflammatory bowel disease.
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1 INTRODUCAO

Doencas Inflamatérias Intestinais (DII) constituem um grupo heterogéneo de
doencas cuja manifestacdo comum é a inflamac&o do trato gastrointestinal de forma
aguda ou crbénica (FEAGAN, 2003). A Retocolite Ulcerativa Idiopatica (RCUI), juntamente
com a Doenca de Crohn (DC) compdem as DIl mais frequentes da atualidade (LANNA et
al, 2006). Essas doencas séo resultantes da ativacéo persistente e inadequada do sistema
imune mucoso (ROBBINS; CONTRAN, 2005), associando-as a um distirbio autoimune
(NAKAMURA; MATSUTANI; BARRY, 2003).

Apesar de existirem estudos clinicos e experimentais, a etiopatogenia das DIl ainda
permanece desconhecida. Tanto DC quanto RCUI sdo doencas multifatoriais causadas
pela interacdo de fatores genéticos e ambientais (FIOCCHI, 1998). Estudos
epidemioldgicos apontam varios fatores exdgenos, tais como agentes infecciosos e fumo
gue podem contribuir para o risco aumentado em desenvolver as DIl (HUGOT et al, 1999).
Uma extensa pesquisa sobre imunopatologia do intestino inflamado sugere que a resposta
imune do hospedeiro pode desempenhar um papel significativo no desencadeamento e
persisténcia da inflamac¢do (RADFORD-SMITH, 1996).

Durante a ultima década, mudancas gradativas ocorreram em relacdo ao conceito
da imunopatogénese das DIl, especificamente da DC, direcionando a atencdo para o
importante papel da imunidade inata. O reconhecimento de antigenos bacterianos pelos
receptores de padrbes moleculares associados a patdgenos, representados pelos
receptores Toll-like e proteinas do NOD expressos nas células sentinelas da barreira
epitelial intestinal, revela que as células epiteliais, dendriticas e macréfagos podem estar
na posicdo de comando da imunidade da mucosa na saude e na inflamacéo (BAMIAS;
COMINELLI, 2007; FIOCCHI, 2007). Uma falha na resposta imune inata representa o
defeito primario na DC, como a alteracdo de sinalizacdo do NOD2 além de outras
deficiéncias ainda néo identificadas (XAVIER; PODOLSKY, 2007).

Desta forma, é relevante avaliar aspectos clinico-epidemioldgicos e o perfil genético
populacional diferenciado que pode estar interferindo na reposta dos pacientes ao mesmo
tratamento das DIl (PRESCOTT et al, 2010).

Esse trabalho objetivou estudar aspectos clinico-epidemiolégicos e analisar o perfil
genético de alguns genes de pacientes portadores de doenca de Crohn (DC) e retocolite
ulcerativa idiopatica (RCUI) e verificar se, alteracbes em genes da resposta imune estao
associadas com a suscetibilidade e comportamento dessas doengas inflamatérias

intestinais.
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1.1REVISAO DE LITERATURA

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo de um importante agravo em saude
publica devido a etiologia ainda ser desconhecida (KARLINGER et al, 2000). Além disso,
os tratamentos desse grupo de doengas apresentam custos elevados e estdo associadas
a uma diversidade de fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais (FEAGAN, 2003). A
retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e a doenca de Crohn (DC) sdo as DIl mais comuns
(LANNA et al, 2006). A inflamac&o na DC pode envolver qualquer segmento do tubo
digestério, desde a boca até o anus, e pode afetar a mucosa e as camadas mais profundas
da parede do aparelho digestorio (LAASS; ROGGENBUCK; CONRAD, 2014). As lesdes
RCUI séo continuas e limitadas a mucosa do intestino grosso, envolvendo o reto e o célon
(PODOLSKY, 1991).

Os principais sintomas dessas doencas séo diarreia, dor abdominal e sangramento
retal (DAMIAO; SIPAHI, 2004). A atividade da doenca é tipicamente recidivante e
remitente, tanto em RCUI como em DC (ISKANDAR; CIORBA, 2012). Atingem pessoas
jovens e apresentam diversas formas clinicas de alta gravidade (JEWEL, 2006), com
manifestacdes extraintestinais que afetam as articulacdes, olhos e / ou pele em até 25%
dos pacientes (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

Em aproximadamente 10% dos casos, o0s sintomas clinicos das duas formas mais
comuns de DIl se sobrepdem tornando dificil o diagnostico diferencial (STHERLAND;
ROTH; BECK, 2002). Nestes casos, onde a classificacdo das DIl permanece dificil,
ferramentas adicionais como dados endoscépicos e achados histolégicos auxiliam o
diagndstico (FIOCCHI, 1998).

1.1.1 Dados Epidemiolégicos

A prevaléncia e incidéncia destas doencas variam de acordo com a regido
geografica estudada. Estudos demonstram que a incidéncia das DIl é menor em paises
em desenvolvimento e estd intimamente relacionada com a ocidentalizacdo devido a
frequéncia elevada da referida doenca em paises ocidentais e rara no Extremo Oriente
(apesar de a globalizacdo estar mudando essas estatisticas) (HANSEN et al, 2010)
(Figura 1). Ha fortes indicios de que, uma vez o pais se torne industrializado, com
modificacdes de dieta, do estilo de vida e da exposicdo ambiental, essas doencas se
tornam mais prevalentes (LOFTUS, 2004). A DC e RCUI sdo comuns em areas urbanas

e em individuos com melhor padréo socioeconémico, levantando a hipétese de que possa
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haver associag&o com higiene e sanitarismo bésico, através da alteracéo da flora intestinal
(KRISHNAN; KORZENICK, 2002; LOFTUS, 2004).

Figura 1: Distribuicdo mundial da incidéncia da Doenga Inflamatéria Intestinal
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Fonte: COSNES et al, 2011.

As DlIs sdo mais frequentes em paises industrializados apresentando altas taxas
de incidéncia e prevaléncia (6,5-16,0 / 100.000 e 26-214 pacientes / 100.000 pessoas /
ano, respectivamente) em comparacao com 0s paises onde o desenvolvimento industrial
nao é tao forte (0,08-5,0 e 3,6-70,0 pacientes / 100.000 pessoas / ano, respectivamente)
(DOBSON, 2002; VICTORIA; SASSAKI; NUNES, 2009).

Atualmente essas doencas afetam mais de 2,2 milhdes de pessoas na Europa
(LOFTUS, 2004) e 1,4 milhdo de americanos (ABRAHAM; CHO, 2009). A alta incidéncia
anual de DC foi determinada em 12,7 casos por 100.000 habitantes/ano na Europa, 5,0
pessoas 100.000 habitantes/ano na Asia e no Oriente Médio e 20,2 casos por 100.000
habitantes/ano na América do Norte (MOLODECKY et al, 2012).

A RCUI apresenta um aumento da incidéncia e da prevaléncia em todo o mundo.
A frequéncia dessas taxas € diferenciada com relacéo a idade, origem étnica e localizagao
geografica. A taxa de prevaléncia para RCUI é de 90 a 505 por 100.000 no norte da Europa
e na América do Norte (BOWLUS, 2010; EKBOM, 2003; LOGAN; MOLODECKY et al,
2012). A doenca € menos comum no leste e sul da Europa, e pelo menos 10 vezes menos
comum em populacbes asiaticas, africanas e orientais (HANAUER, 2006; LOGAN;
BOWLUS, 2010; MOLODECKY et al, 2012).

No Brasil, existem poucos estudos sobre os aspectos epidemiologicos das DII. A

maioria deles apenas descreve caracteristicas clinicas e a frequéncia de internacéo por
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DIl, sem referéncia a incidéncia e prevaléncia destas doengas (BERNSTEIN et al, 2006;
SOUZA et al, 2002).

A escassez de dados para estudo de prevaléncia e incidéncia provavelmente pode
ser devido ao impasse de realizar o diagnostico. A auséncia de teste padrdo-ouro, a
multiplicidade de sintomas, a grande prevaléncia de diarreias infecciosas e parasitarias e

0 custo dos exames diagndsticos dificultam o prognostico (LOFTUS, 2004).

1.1.2 Doenca de Crohn

Doenca de Crohn (DC) é caracterizada por distribuicdo descontinua das regifes de
inflamac&o intestinal. Esta doenca pode acometer o trato gastrointestinal desde a boca
até anus, porém ocorre mais frequentemente no ileo terminal e célon (SAWCZENKO;
SANDHU, 2003; GRIFFITHS, 2004; VERNIER-MASSOUILLE; BALDE; SALLERON,
2008) (Figura 2).

Figura 2: Regides intestinais de acometimento da doenca de Crohn
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Fonte: Associacdo Mineira dos Portadores de Doencas Inflamatorias Intestinais.

No inicio das manifestacfes clinicas, a DC néo apresenta sintomas especificos, o
gue torna seu diagndstico tardio. Os sintomas mais comuns sdo dor abdominal (86%),
diarreia (78%), ou presenca de sangue nas fezes (49%). Em criancas, o0 paciente pode
ser diagnosticado com DC enquanto estiver sendo avaliado para a desnutricdo, baixa
estatura, puberdade tardia, fadiga ou doenca, por vezes fistulizante (SAWCZENKO;
SANDHU, 2003; GRIFFITHS, 2004; VERNIER-MASSOUILLE; BALDE; SALLERON,
2008).
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1.1.2.1 Formas Anatomo-Clinicas na Doenca de Crohn

No exame histopatoldgico, a inflamacao é geralmente transmural que pode afetar
todas as camadas, da mucosa a serosa e, pode ser caracterizada por lesdes alternadas.
Em decorréncia disto, as complicacdes da doenca incluem fibrose intestinal, estenoses e
formacao de fistula (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

Nos casos de doenca inflamatéria sem complicacbes, o padrdo clinico é
classificado em ndo-estenosante/ndo-penetrante (inflamatoéria). No caso de ocorréncia de
estreitamentos intestinais ou anorretais de repeticdo documentados por exames
radiologicos, endoscopicos ou cirdrgico-patologicos, com dilatacdo pré-estendtica ou com
sinais ou sintomas de obstrucdo, sem a presenca de doenca penetrante, é classificado
como estenosante. A doenca penetrante (fistulizante) é assim caracterizada nos casos de
ocorréncia de fistulas intra-abdominais ou perianais, massas inflamatérias e/ou abcessos
(ALMEIDA et al, 2004).

Fistulas sao ligacbes formadas em regides afetadas por ulceracao gastrointestinal
para outras partes do 6rgdo ou da superficie de uma pele vizinha. (SAWCZENKO;
SANDHU, 2003; GRIFFITHS, 2004; VERNIER-MASSOUILLE; BALDE; SALLERON,
2008).

1.1.3 Retocolite Ulcerativa Idiopatica

A retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) acomete total ou parcialmente, a extenséo
do cdlon ou reto. No colon a inflamacédo esta confinada a camada mucosa sem leséao
alternada, embora os pacientes possam ter gastrite ou colite distal. Criancas apresentam
pancolite mais frequente do que os adultos (Figura 3). (CONRAD; ROGGENBUCK;
LAASS, 2014; ROBBINS; CONTRAN, 2005).

Figura 3: Locais de acometimento da retocolite ulcerativa idiopatica.

Fonte: Associacao Mineira dos Portadores de Doencas Inflamatoérias Intestinais
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Os sintomas da RCUI podem incluir diarreia, célicas abdominais, sangue nas fezes
e tenesmo. Devido a presenca de sangue nas fezes, a atencdo meédica € procurada muito
mais cedo do que em DC (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

Outras manifestacdes extraintestinais, tais como perda de peso, desnutricdo e
atraso da puberdade s&o menos comumente observados. Anemia e hipoalbuminemia séo
comuns em ambos os tipos de DIl, mas outros marcadores inflamatorios, como a taxa de
sedimentacao e proteina C-reativa pode ser normal na RCUI ja na DC podem ser elevados
(GRIFFITHS, 2004; HYAMS, DAVIS; GRANCHER, 1996; VERNIER-MASSOUILLE;
BALDE; SALLERON, 2008).

1.1.4 Fatores Relacionados as Doencas Inflamatorias Intestinais

O historico familiar aumenta o risco de desenvolver DC e RCUI. O maior risco esta
em parentes de primeiro grau € mais elevada em pacientes com DC do que naqueles com
RCUI. Esse dado foi confirmado em 30% dos pacientes diagnosticados com DC antes dos
20 anos de idade, comparado com 18% aos 29 anos e 13% apds 40 anos (SAUER;
KUGATHASA, 2009; VAN LIMBERGEN et al, 2008; VERNIER—-MASSOUILLE; BALDE;
SALLERON, 2008).

A alimentacdo é um cofator para DC. Foi demonstrado que componentes
dietéticos impactam a flora intestinal, e podem afetar diretamente a homeostase do
intestino (BOSSCHER; BREYNAERT; PIETERS, 2009; DORE; CORTHIER, 2010;
FERGUSON, 2010; FLINT; DUCAN; SCOTT, 2007; NEISH, 2009). Dietas com baixo teor
de fibras, elevado teor de acucar e gordura animal, bastante frequente nos paises
ocidentais conferem susceptibilidade as DIl (LAKATOS, 2009).

A distribuicdo das DIl quanto ao sexo € aproximadamente a mesma, embora alguns
estudos tenham apresentado uma predominancia no sexo masculino (LAKATOS et al,
2011; ZENG et al, 2013). A relacdo mulher-homem para RCUI difere entre 0,51 e 1,58,
indicando que a RCUI nédo afeta predominantemente um sexo especifico (MOLODECKY
et al, 2012), enquanto DC & um pouco mais dominante em mulheres (20-30%) (NIV;
ABIKSIS; FRASER, 1999; RUSSEL; STOCKBRUGGER, 1996)

Com relagédo ao habito de fumar, o tabagismo reduz o risco de RCUI fornecendo
um efeito protetor, porém aumenta o risco para DC (RUSSEL; STOCKBRUGGER, 1996).
Essa informacéo, porém, ndo é uniforme em todo o mundo visto que a incidéncia de DC

é baixa em paises com altos indices de fumantes (por exemplo, na Asia e Africa) ao passo
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gue a alta incidéncia de DC é encontrada em populag6es com baixos indices de fumo,
como Suécia e Canada (COSNES et al, 2011).

Cerca de um quarto das doencas Inflamatorias Intestinais se manifestam na
infancia, e os sintomas das DIl se confundem de uma forma geral tanto de DC e RCUI do
gue o observado na doenca na idade adulta (HANSEN et al, 2010).

O pico de incidéncia do diagndstico ocorre na segunda e terceira década de vida
do paciente (TURUNEN et al, 2006), enquanto que em RCUI, o diagndstico é entre os 30
e 40 anos, com um segundo pico da doenca entre 60-70 anos (COSNES et al, 2011).

1.1.5 Marcadores Séricos e Fecais

Na inflamacdo aguda, o Hemograma Completo, a Velocidade de
Hemossedimentacao (VHS) e a Proteina C Reativa (CRP) podem indicar a presenca de
inflamacéao intestinal, sendo, porém, considerados indices ndo confidveis de atividade da
doenca em pacientes com DIl confirmados (BASSO; ZAMBON; PLEBANI, 2014,
BERNSTEIN et al, 2010).

A inflamacéo intestinal persistente nas DIl estd associada com uma reacdo de
fase aguda e migracdo dos leucdcitos para o intestino, desencadeando a producédo de
varias proteinas, que podem ser detectadas no soro, como a CRP ou nas fezes, como a
calprotectina fecal e lactoferrina (GISBERT et al, 2007).

A CRP é produzida pelo figado em reposta a uma variedade de condi¢cdes agudas
e crbnicas (DARLINGTON; WILSON; LACHMAN, 1986). Citocinas pré-inflamatorias
estimulam o aumento da CRP em relacdo aos niveis basais da producdo pelos
hepatdcitos, sendo essa elevacdo mais comum em pacientes com DC do que em RCUI
(SAVERYMUTTU et al, 1986). Esse aumento pode ser verificado também em outras
desordens autoimunes, infeccbes virais e bacterianas e canceres (PEPYS;
HIRSCHFIELD, 2003).

O VHS mede a velocidade que as heméacias sedimentam em um tubo capilar e
também é um marcador utilizado para determinar a gravidade das DIl (VATAY et al, 2003).
O VHS tem valores bastante similares em pacientes com DC e RCUI. (ISKANDAR;
CIORBA, 2012).

Biomarcadores fecais sao valiosos devido a sua especificidade para o trato
gastrointestinal (MENDONZA; ABREU, 2009). S&o testes de baixo custo de execugéao e
tém demonstrado utilidade no diagnostico de DIl, avaliando a atividade da doencga, a

previsdo de recidiva da doenca, assim como a resposta a terapia. (LEWIS, 2011). Os
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marcadores mais usados frequentemente sdo a calprotectina e a lactoferrina e mais
recentemente estudada a S100A12 (KAISER et al, 2007).

1.1.6 Resposta Imunolégica

Embora a etiologia das DIl permaneca desconhecida, evidéncias apontam que a
inflamacdo continua resulta da persisténcia excessivamente agressiva da resposta
inflamatoria a organismos comensais em um hospedeiro geneticamente susceptivel para
as DIl e que seja susceptivel a um iniciador ambiental (por exemplo, infeccgéo,
medicamentos, fumo) (KUGATHASAN; AMRE, 2006; SHIH, TARGAN; MCGOVERN,
2008; SILVERBERG et al, 2009; XAVIER; PODOLSKY, 2007)

Uma pesquisa realizada para analisar a imunopatologia do intestino inflamado
sugere que a resposta imune do hospedeiro pode desempenhar um papel significativo na
perpetuacdo da inflamacdo e também, possivelmente, nos eventos que iniciam este
processo inflamatério (RADFORD-SMITH, 1996).

A associacdo entre os fatores genéticos e ambientais permite as bactérias
presentes na luz intestinal atravessarem a barreira epitelial levando a sinalizacao
descontrolada das células do sistema imunolégico do intestino, resultando no
recrutamento e na diferenciacéo de células T (KUGATHASAN; AMRE, 2006). Diferentes
subtipos de células T estdo envolvidos na resposta imune exacerbada a bactérias
intestinais residentes tanto na DC quanto na RCUI (ABRAHAM; CHO, 2009; SHIH,
TARGAN; MCGOVERN, 2008)

A imunidade natural ou inata é o primeiro sistema de protecao do organismo contra
infeccdo por microrganismos. E um mecanismo inespecifico, mas muito importante para
ativacao da imunidade celular (linfécitos) e humoral (anticorpos) com especificidade para
antigenos do patégeno (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009; SUTTERWALA;
OGURA; FLAVELL, 2007). No entanto, estudos mais atuais prenunciam que o modelo do
perigo (Danger Model) (MATZINGER, 2002) preconiza que a resposta imunolégica € muito
mais dependente da presenca do dano ao organismo, do tipo de leséo e do tecido em
guestdo, do que do reconhecimento da particula quanto a sua origem (proprio / nédo
préprio) (CINEL; OPAL, 2009; FRANCHI et al, 2009; SCHRODER; TSCHOPP, 2010;
SIDIROPOULOS et al, 2008).
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1.1.6.1 Resposta Imune Intestinal

Existem trés mecanismos gerais para defesa do intestino contra o ambiente
externo: a camada de mucosa (SANDERSON; WALKER, 1999) e o sistema imune inato
e adaptativo (SANDERSON, 2003).

O sistema imune inato do intestino é composto pela barreira fisica de muco
secretado no lumen intestinal, por uma Unica camada de células epiteliais intestinais e
pela lamina prépria subjacente (JAKAITIS E DENNING, 2014).

A camada Unica de células epiteliais do intestino € a primeira linha de defesa contra
o contetdo do limen intestinal. Esta camada € responsavel principalmente pela absorcao
de &gua e nutrientes do lumen. O intestino € exposto a uma grande variedade de
antigenos derivados de alimentos, bactérias residentes e microrganismos invasores e por
isso a camada de células epiteliais tem como funcado proteger o hospedeiro de micrébios
patogénicos e compostos toxicos (DEURING et al, 2013; SANDERSON, 2003).

Neste revestimento epitelial podem ser encontrados diferentes tipos de células
especializadas, incluindo células caliciformes as quais produzem mucinas responsaveis
por proteger, lubrificar e minimizar o contato entre o epitélio e bactérias comensais, células
enteroenddcrinas que produzem e segregam uma variedade de hormdnios, enterdcitos
absortivos que regulam a absorcdo de agua e nutrientes e células de Paneth que
produzem defensinas antimicrobianas (DEURING et al, 2013; JAKAITIS; DENNING,
2014).

O trato gastrointestinal é considerado o maior 6rgédo imunoldgico devido ao grande
namero de linfécitos que se depositam no tecido linfoide associado ao intestino (PABST;
RUSSELL; BRANDTZAEG, 2008). O sistema imune no intestino esta presente como
foliculos isolados e espalhados por todo o intestino ou como foliculos agregados como as
placas de Peyer no intestino delgado (MOWAT et al, 2003).

O sistema imune inato envolve uma série de receptores de reconhecimento padrao
(PRRs) codificados nas células germinativas para detectar regides microbianas
invariaveis. Os PRRs sdo expressos por células da primeira linha de defesa contra
infec¢des, incluindo macréfagos, mondcitos, células dendriticas, neutrofilos e células
epiteliais, bem como células do sistema imune adaptativo. Nesta familia estéo inclusos os
receptores ligados a membrana Toll-like Receptors (TLRs) e lectinas tipo C (CTLs), as
guais varrem o meio extracelular e o compartimento endossomal a procura de padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs). O resultado do reconhecimento de uma

PAMP pelos PRRs depende da natureza tanto da célula responsiva, quanto do organismo
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invasor. No entanto, sinais de transducao a partir desses receptores convergem para um
conjunto comum de modulos sinalizadores, frequentemente incluindo a ativacédo de fatores
de transcricdo NF-kB (fator nuclear kappa B) e AP-1 (proteina ativadora-1) que direcionam
a producdo de citocinas/quimiocinas pro-inflamatérias e membros da familia do fator de
transcricao IRF que medeiam respostas antivirais do interferon (IFN) tipo | dependentes
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Outro conjunto de PRRs intracelular, distintos dos
descritos acima, sao os receptores tipo NOD (NLRs) que reconhecem PAMPs, bem como
sinais de perigo derivado do hospedeiro (danger-associated molecular patterns, DAMPS)
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

1.1.6.2 Citocinas

Resposta imunitaria sistémica €, em parte, controlada por um grupo de citocinas
gue permitem que os componentes celulares deste mecanismo de defesa se comuniquem
uns com o0s outros, e que também sao capazes de dirigir a natureza da resposta (MAGGI
et al, 1992; MOSMANN; COFFMAN, 1989).

As citocinas podem contribuir para os principais efeitos sistémicos quando liberadas
na corrente sanguinea, mas as concentra¢des nos tecidos locais € provavelmente a mais
importante causa do desenvolvimento de lesbes encontradas em DC e RCUI. Variagbes
na expressao de certos genes de citocinas na populacdo podem controlar a resposta a
um dado insulto intestinal (RADFORD-SMITH, 1996).

As citocinas podem controlar mecanismos pré-inflamatorios que resultam em
sequelas clinicas como diarreia e fibrose. Em contrapartida, podem atuar na supressao
da inflamacéo patoldgica. Elas podem mediar cura e reparacéo, bem como o crescimento
e diferenciacédo celular normal. Varias interleucinas (IL) tém sido frequentemente utilizadas
no tratamento de doencas em especial DIl devido aos seus poderosos efeitos no sistema
imune (RADFORD-SMITH, 1996).

A ativacao de neutrdfilos e macrofagos para fagocitar patdogenos e para liberagédo
de oxigénio reativo e 6xido nitrico € dependente de citocinas pré-inflamatérias tais como
a interleucina 1 beta (IL-1B) e a interleucina 18 (IL-18), as quais sdo produzidas
predominantemente por mondécitos/macrofagos (DINARELLO, 1996; DINARELLO, 1999).

A interleucina 1 (IL-1) € uma citocina inflamatoria chave que medeia efeitos
profundos em quase todos os 6rgaos do corpo. Ela ativa rapidamente a acao da resposta
imune inata, € um potente estimulador tanto da hematopoese quanto do sistema imune

adaptativo e é responsavel por ativar o estado de alerta corporal para lidar com ferimentos
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e infecgBes. A IL-1B como uma das principais citocinas pro-inflamatorias relacionadas com
ativacao do inflamassoma, constitui uma molécula com potencial atividade de modificar a
percepcao clinica de muitas doencas, inclusive em estratégias terapéuticas (BRADDOCK;
QUINN, 2004; DINARELLO, 2008).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina proé-inflamatéria e
pleiotrépica que desenvolve um papel essencial na interacao e propagacéao de DC. A TNF-
a esta inserida dentro do complexo de histocompatibilidade maior (GONZALEZ et al, 2003)
e é produzida por mondcitos e macrofagos ativados. Induz a expressédo de IL-1 e IL6
perpetuando a resposta inflamatéria (VASSALLI, 1992)

A interlucina 10 (IL-10) € uma citocina imunossupressora envolvida na regulacéo
de muitos aspectos da resposta imune. Ela inibe a producao de citocinas proé-inflamatorias
(MOORE et al, 2001). E produzida principalmente por células T ativadas, mondcitos e
macrofagos ativados, células B estimuladas e mastocitos (OPAL; DEPALO, 2000). O
efeito inibidor da IL-10 € um importante fator limitante da duracdo e do dano patolégico
das respostas inflamatérias (COOK et al, 2001; FANG et al, 2005; KENDALL et al, 2001;
MOORE et al, 2001).

A interleucina 18 (IL-18) foi a primeira citocina homodloga a IL-1 a ser descoberta
(OKAMURA, 1995; BAZAN, 1996) e até recentemente foi caracterizada, além da IL-1. A
IL-18 é uma potente indutora do interferon-y, aumenta a atividade citolitica dos linfécitos
citotoxicos e células natural killers e promove o desenvolvimento e diferenciacdo das
células T, usualmente para o fenétipo T-helper tipo 1. Além disso, a mesma desempenha
um papel importante em doencas inflamatorias crénicas (AKIRA, 2000).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pleiotrépica imunorregulatéria que ativa a
magquinaria de sinalizacdo da superficie celular composta de IL-6, IL6RA e o sinalizador
compartilhado gp130 (BOULANGER et al, 2003). E produzida por uma variedade enorme
de células, e desempenha um papel central na defesa do organismo. Esta citocina esta
envolvida em diferentes processos fisioldgicos e patofisiolégicos, tais como, metabolismo
0sseo, hematopoese, diferenciacéo e/ou ativacédo de macrofagos e células T, crescimento
e diferenciacdo terminal das células B, sintese de CRP e carcinogénese (ASSCHERT,
1999; DIEHL, 2002). A expressao da IL-6 € induzida como uma resposta a estimulos
inflamatoérios de IL-1 e TNF-a (SNICK, 1990). Por sua vez, a IL-6 induz quimiocinas e
aumenta o numero de moléculas de ades&o nas células endoteliais, colaborando na
geracdo de respostas inflamatérias (ROMANO et al, 1995). Além disso, a IL-6 também
modula a expressao de genes envolvidos na progressao do ciclo celular e inibicdo da

apoptose (LIN; KARIN, 2007). A presenca da IL-6 nos tecidos ndo € uma ocorréncia
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anormal, mas sua producéo sem controle leva a uma inflamagé&o cronica subsequente,
sendo elevados niveis séricos desta citocina associado com o desenvolvimento de
diversas doencas (FISHMAN et al, 1998).

1.1.6.3 Inflamassomas

Inflamassomas séo plataformas multiproteicas com uma massa molecular de
aproximadamente 700kDa (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002), que controlam a
ativacado da cisteinil-aspartato protease caspase-1 e a clivagem da proé-IL-13, permitindo
a liberacéo da citocina ativa madura de 17-kDa (FRANCHI et al, 2009; MEYLAN, 2006).

Em resposta a sinais de perigo, inflamassomas s&o montados por auto-
oligomerizacdo de proteinas via interacdes do dominio NACHT e esse complexo de alto
peso molecular desencadeia a autoativacdo da caspase-1 (SCHRODER; TSCHOPP,
2010).

Caspases sao responsaveis por aspectos cruciais da inflamacgéo e morte celular e
podem ser amplamente divididas em duas classes baseadas na sua especificidade ao
substrato: as pré-apoptéticas e as pro-inflamatérias. Caspase-1 faz parte do grupo das
pré-inflamatérias juntamente com a caspase-4, caspase-5, caspase-11 e caspase-12
(SIEGEL, 2006). A necessidade de dois diferentes estimulos para regular a producéo de
IL-1B8 garantem que a IL-1[3 (ou a citocina IL-18) ndo seja incorretamente liberada, ja que
isso pode gerar consequéncias deletérias para o hospedeiro. Na verdade, o excesso de
producdo da IL-1B esta associado com sindromes hereditarias de febre periddica, bem
como doencgas autoimunes e inflamatoérias, tais como a gota ou artrite reumatoide
(MASTERS, 2009; MCDERMOTT, 2007).

Desta forma, dois passos controlam a ativacdo destas citocinas: primeiro, padrées
de reconhecimento de microrganismos pelas células do hospedeiro induzem a transcri¢cao
da pro-IL-1B e pro-IL-18; segundo, a ativacdo do inflamassoma por sinais de perigo,
incluindo IL-1, resulta na ativagdo da caspase-1 e clivagem de pro-citocinas em IL-1f3 e
IL-18 maduras bioativas (LATZ, 2010) (Figura 4).

Muitos complexos inflamassomas usados para ativar caspase-1 tém sido descritos
até o momento, tais como receptores tipo NOD contendo dominio pirina - NLRP1 e
NLRP3, IPAF e AIM2 (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009; SCHRODER; TSCHOPP,

2010), entre as quais a NLRP3 é mais bem estudada.
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Figura 4: Apds o contato inicial de um antigeno com um receptor de reconhecimento padréo
ocorrem sucessivos fatos que desencadeiam a hidrolise da pré-caspase-1 pelo inflamassoma e
posterior ativacao e liberacdo da IL-1.
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Fonte: Oliveira, 2010.

1.1.7 Polimorfismos Genéticos Associados

As variagbes que ocorrem no genoma sao em sua maioria formas de
polimorfismos de Unica base (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism — SNP), com
uma frequéncia a cada 300-1000 pares de base em todo o genoma e surgem como
resultado de defeitos na replicacdo do DNA. Assim, os SNPs sdo mutacfes de ponto que
originam duas formas alélicas. Essas variacfes nos genes sao muito Uteis para pesquisa
de marcadores genéticos humanos e podem ser usadas para identificar genes de
susceptibilidade de doencas humanas complexas (HANCHARD, 2005; JOHNSON;
TODD, 2000; SACHIDANANDAM et al, 2001).

O gene da IL-1 esta localizado no cromossomo humano 2g14. Polimorfismo nos
genes codificantes da IL-1 tém sido estudados em diversas doencas devido a importancia
desta citocina nos processos inflamatérios (UZAN, 2005).

O gene da IL-18 estad localizado no cromossomo humano 11g22.2-g22.3.

Polimorfismos nos genes da IL-18 também tém papel importante na inflamacéo e esses
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polimorfismos, quando na regido promotora, podem levar a uma menor producao e
menores niveis séricos dessa citocina (KHRIPKO et al, 2008; SIVALINGAM et al, 2003).
Dois SNPs localizados na regido promotora -238 e -308 para a TNF-a foram
previamente descritos. A substituicdo do alelo G pelo alelo A na posi¢ao -308 do gene
aumenta os niveis de transcricdo (HAJEER; HUTCHINSON, 2001; WILSON et al, 1997).

Associacdes genéticas foram observadas entre estes polimorfismos e a
susceptibilidade as DIl em alguns estudos (LOUIS et al, 1996; LOUIS et al, 2000;
KAWASAKI et al, 2000; NEGORO et al, 1999; PLEVY et al, 1996;). Em outros estudos,
porém, ndo foi verificada essa associacdo (BOUMA et al, 1996; HAMPE et al, 1999;
HERESBACH et al, 1997). Os resultados conflitantes podem ser atribuidos a variacées
genéticas entre diferentes populacdes ou a variacdo de fendtipos dos pacientes dentro do
estudo (GONZALEZ et al, 2003).

O gene da IL-10 esté localizado no cromossomo 1. Trés SNPs na regido promotora
do gene IL-10 foram identificados nas posi¢fes -1082 G/A, -819 C/T e -592 C/A. O
polimorfismo na regido —1082G/A tem se mostrado importante na determinacdo da
producédo alta, média e baixa da interleucina 10 (RAM et al, 2003). O alelo G no -1082 e
haplotipos contendo este alelo foram associados com a producdo elevada de IL- 10,
enquanto que o alelo A e haplétipo ATA foram associados com baixa producéo de IL-10
(OUMA et al, 2008; TURNER et al, 1997)

Vérias evidéncias sugerem que a IL-10 influencia a susceptibilidade a DC (ROH et
al, 2002). Vérios estudos tém demonstrado o possivel envolvimento de IL-10 na
patogénese da DC, bem como sua associacdo com prognostico (TAGORE et al, 1999;
KLEIN et al, 2000). Alguns estudos sobre associacéo polimorfismo IL-10 com DIl e com
outras doencas tém sido publicados, relatando resultados diferentes (ANDERSEN et al,
2010; FERNANDEZ et al, 2005; FOWLER; ERI; HUME, 2005; KLEIN et al, 2000;
SANCHEZ et al, 2009; WANG et al, 2011).

O inflamassoma NLRP1 humano foi o primeiro complexo proteico a ser identificado
(MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). NLRP1 fornece uma plataforma para a
organizacdo do inflamassoma que também ativa caspases 1 e 5, que, posteriormente,
promove a transformacdo e maturacao das citocinas inflamatorias, pro-IL-1b, IL-18 e IL-
33 (MACALUSO et al, 2007; MARTINON et al, 2007; MARTINON; MAYOR; TSCHOPP,
2009; MARTINON; TSCHOPP, 2004; TING; DAVIS, 2005;). Polimorfismos de base Unica
no gene da NLRP1, localizado no cromossomo humano 17p13.2, tém sido relacionados

com diversas desordens imunes, tais como doencas autoimunes multiplas relacionadas
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ao vitiligo (JIN et al, 2007) e com a doenca autoimune de Addison e diabetes tipo 1
(MAGITTA et al, 2009).

NLRP3 é uma proteina de 1016 aminoacidos transcrita a partir do gene ciasl, o
qual est4 localizado no cromossomo humano 1944 e consiste de 9 éxons. Os SNP no
gene da NLRP3 tém sido associados com desregulacdes inflamatorias (VERMA et al,
2008), com a estabilidade do mRNA (HITOMI et al, 2009) e mais recentemente com a
suscetibilidade a infec¢éo por HIV (PONTILLO et al, 2010). NLRP3 compartilha a presenca
de um dominio NOD central (também chamado de dominio NBD ou NACHT) com outros
membros da familia NLR (KANNEGANTI; LAMKANFI; NUNEZ, 2007). NLRP3 tem sido
amplamente estudado, em parte, por causa das descobertas de variagcbes genéticas
localizados em NLRP3 que resultam em inflamacédo descontrolada mediada por IL-18
(ROSENZWEIG; PLANCK; ROSENBAUN, 2011).

O gene que codifica o dominio de recrutamento de caspases (de caspase-
recruiting domain) contendo proteina 15 (CARD15), anteriormente citados como NOD2, é
o primeiro gene de susceptibilidade para DC que foi identificado. As trés variantes comuns
associadas a DC (R702W, G908R e L1007FsinsS) estdo localizados na porcao C-
terminal. Os estudos funcionais sugerem que estas variantes levam a uma resposta
inadequada a componentes bacterianos que alteram as vias de sinalizacdo do sistema
imune inato causando finalmente a inflamacéo intestinal (BONEN et al, 2003).

Outros componentes do complexo proteico inflamassoma e moléculas associadas
ao seu correto funcionamento também podem sofrer interferéncia de SNP, como é o caso
do dominio de recrutamento associado a caspase - CARD-8 e do Fator Nuclear kB (NF-
kB), localizados nos cromossomos 19q13.33 e 13q14, respectivamente. Estudos
anteriores demonstraram que a expressao constante do CARD-8 em mondcitos THP-1
causou um decréscimo na secrecao da IL-1, provavelmente devido a interacédo fisica com
a caspase-1 (RAZMARA et al, 2002). Outras funcdes relacionadas ao CARD-8 incluem a
regulacdo da apoptose (PATHAN et al, 2001) e propriedades inibitérias do NF-«kB
(BOUCHIER-HAYES et al, 2001; RAZMARA et al, 2002). Polimorfismos no NF-kB tém
sido relacionadas com uma atividade promotora atenuada, o que pode levar a problemas
na producéo e nos niveis de citocinas pro-inflamatorias (KARBAN et al, 2004).

Mais recentemente, 0 SNP no gene que codifica o receptor de NOD-like (NLR) um
membro da familia NLRP3, outras muta¢des de NOD2 dentro do dominio LRR e um SNP
localizado no promotor do gene IL-1 foram ligadas a patogénese de inflamacao intestinal
e suscetibilidade DC (BAUER et al, 2007; HUGOT et al, 2001; SIEGMUND et al, 2001,
SIEGMUND, 2002; SIVAKUMAR et al, 2002)
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar os polimorfismos dos genes da resposta imune na inflamacéao intestinal em
pacientes com retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e doenca de Crohn (DC) com

diferentes formas anatomo-clinicas.

1.2.3 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho correspondem as ac¢des desenvolvidas para
atingir o objetivo geral:
a) Determinar a frequéncia dos polimorfismos nos genes da TNF-a, IL-10, IL-1,
NLRP1, NLRP3, e CARD15-NOD2 em pacientes com RCUI;
b) Determinar a frequéncia dos polimorfismos nos genes da TNF-a, IL-10, IL-1,
NLRP1, NLRP3, e CARD15-NOD2 em pacientes com DC (fistulizante, inflamatoria

e estenosante).
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1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Um estudo transversal foi realizado em pacientes afetados pelas DIl. Os pacientes
foram recrutados do Ambulatério de Gastroenterologia Clinica do Hospital Bardo de
Lucena / SES / PE e do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
entre junho de 2013 e janeiro de 2014. O diagndstico de DIl foi baseado na avaliagao
clinica, laboratorial, imagem, endoscopia e caracteristicas histoldégicas de acordo com os
critérios do Lennard-Jones (1989). As informac¢fes de tempo de diagndstico, localizacao
da DC e comportamento da doenca foram organizadas de acordo com a Classificagao de
Viena (GASCHE et al, 2000). As amostras de sangue foram colhidas em tubos contendo
anticoagulante com acido etilenodiaminotetracético (EDTA). As analises genéticas foram
realizadas no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco.

Foram incluidos noventa e cinco pacientes entre 14 e 81 anos (média: 42,07 /
mediana: 41 anos / o = 13,92740738). Os dados clinicos coletados foram a idade no
momento do diagndéstico e comportamento da doenca (estenosante, inflamatéria ou
fistulizante). O género predominante foi semelhante entre homens (47/95; 49,47%) e
mulheres (48/95; 50,53%). A idade no momento do diagndstico da doenca predominou
em individuos com menos de 40 anos (55,79%).

Dos 95 casos, 41 (43,16%) tiveram RCUI e 54 (56,84%) tiveram DC. De todos os
54 diagnésticos de DC em nosso estudo, 19 pacientes (35,18%) foram diagnosticados
como portadores de ndo-estenosante DC / ndo-fistulizante, 15 pacientes (27,77%) com
DC estenosante, 19 (35,18%), com DC fistulizante e 1 (1,85%) paciente com ambos,
estenosante e DC fistulizante. Todos os dados estéo incluidos na Tabela 1.

O grupo controle foi composto de 91 individuos submetidos a endoscopia e que
ndo tinham nenhuma evidéncia clinica ou laboratorial de doenca inflamatéria intestinal.
Noventa e um voluntérios foram analisados para NLRP1, 85 individuos do mesmo grupo
foram genotipados para NLRP3, 83 para CARD15 variante R702W, 80 para CARD15

variante G908R e 84 voluntéarios para a IL-1.

1.3.1 Problemas éticos

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP / CCS / UFPE) (protocolo



28

222/2010), e todos os pacientes concordaram em participar, assinando o Livre e

Esclarecido de Consentimento.

1.3.2 Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido de 250uL de sangue periférico usando o protocolo
rapido Mini Salting Out e digestdo com proteinase K, apresentado em Tecnical Handbook
of Twelfith Oficina Hisyocompatibility Wokshop and Conference (1996), com modificacdes

para quantidades utilizadas.

1.3.3 SNPs Selecédo e Genotipagem

Foram analisadas 2 variantes no gene CARD15 / NOD2 (R702W e G908R,
correspondendo, respectivamente, a rs2066844 e rs2066845), 1 em gene NLRP1
(rs12150220), 1 em gene NLRP3 (rs35829419) e 1 SNP em IL-1 gene (rs16944). A
genotipagem foi realizada por meio de alelos fluorogénico com sondas especificas
comercialmente disponiveis (Tagman sondas, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
com a plataforma ABI7500 Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Discriminacao alélica seguiu conforme recomendado pelo fabricante e analisada utilizando
o software SDS 2.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)

1.3.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica e o equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizados utilizando o
programa R. A influéncia de cada polimorfismo no risco de desenvolvimento a doenca
inflamatdria intestinal foi estimada pelo OR, utilizando um intervalo de confianca de 95%
para os parametros.
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2 ANALISE DOS RESULTADOS

A analise estatistica univariada indicou que as mulheres tém uma idade mais
avancada do diagnostico do que os homens (p = 0,003463) (Tabela 1).
As formas anatomo-clinicas ndo mostraram associagdo com polimorfismos

estudados por andlise univariada (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo dos pacientes

RCUI n=41 DC n=54
(43,16%) (56,84%)
Sexo
Homem 21 (51,22%) 26 (48,15%)
Mulher 20 (48,78%) 28 (51,85%)
Idade no diagnéstico
<40 anos 17 (41,46%) 25 (46,3%)

=40 anos

Historico Familiar
Nenhum Histdrico

Familiar

Habitos Alimentares

Dieta
Nao faz dieta

24 (58,54%)
6 (14,63%)

35 (85,37%)

29 (70,73%)
12 (29,27%)

29 (53,7%)
5 (9,26%)

49 (90,74%)

21 (38,89%)
33 (61,11%)

Caracteristicas Clinicas em

DC

Formas anatomo-clinicas

Inflamatoria 19 (35,18%)
Estenosante 15 (27,77%)
Fistulizante 19 (35,18%)
Mais de uma forma 1 (1,85%)

As distribuicbes de gendtipos de CARD15/NOD2, NLRP1, NLRP3 e IL-1 estédo de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto o grupo saudavel para NLRP1 (p =
0,0082) e os pacientes do grupo de IL-1 (DIl e RCUI, ambos p = 0,0000).

O alelo presenca C no gene NLRP3 mostrou ser muito frequente, no entanto, néo
houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Tabela 2).

O mesmo pode ser visto na presenca de alelo C na variante R702W do gene
CARD15/NOD2 e também a presenca de alelo G no gene CARD15/NOD?2 variante G908R
(Tabela 2).
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Observamos nenhuma relacéo significativa entre o gene CARD15/NOD?2 variante
R702W e variante G908R variante em ambos os controles e pacientes com DIl (Tabela
2).
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Tabela 2. Frequéncias dos gendétipos dos polimorfismos dos genes NLRP1, NLRP3, CARD15/NOD2 variante R702W e CARD15/NOD2 variante
G908R e sua associacdo com o risco para as DIl (DC e RCUI).

SNP HC DI DIDC Il RCUI HCXDII HCXDC HCXRCUI
/ G’;',]eé'?izos N®) n(%) n(%)  n(%)  OR(CI9%%)  Valordep OR(CI9%) Valordep OR (CI95%) Valordep
A 118 (65) 118 (68) 60(65) 58 (/1) 1 1 1
T 64(35) 56(32) 32(35) 24(29) 088(056-1,36) %% pg9g(0s8166) 291 076043134 0424
NLRP1 AA 44°(48) 39(45) 20 (43) 19 (46) 1 1 i
AT 30(33) 40(46) 20(43) 20(49) 1,5(0.79-2,85) 02758 1,47 (0,68-318) 04391 154 (0,71-337) 0,3715
T 17 (19) 8 (9) 6(13) 2(5) 0,53(0,21-1,37) 0,2735 0,78 (0,27-2,26)  0,8427 0,27 (0,06-1,3)  0,1560
C 168 (99) 138 (99) 61(98) 77 (99) 1 1 1
A 1,38 (0,12- 1,09 (0,1-
NLRP3 2 (1) 2 (1) 1(2) 11 199017875 07566  15,46) 0,6919 12,21) 0,5790
ce §3(98) 6897 30(97) 38 (97) 1 i i
CA 1,22 (0,12- 1,38 (0,12- 1,09(01- 05766
2(2) 2(3) 1) 1) 15,82) 0,7551 15,82) 0,6900 12,42)
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) ND ND ND ND ND ND
C 151 (01) 128 (93) 57(92)  71(93) 1 1 1
T 1509 10(7)  5(8) 5(7) 0,79 (0,34-1,81) 0,7219 0,88 (0,31-2,54) 09742 0,71(0,25-2,03) 0,694
NOD2/ ce 70(84) 60 (87)  27(87) 33 (87) 1 1 1
R702W cT 11(13) 8(12) 3(10) 5(13) 085(0,18273) 09327 0,71(0,18273) 08550 0,96 (0,31-3)  0,8218
1,30 (0,11-
I 2(2) 1(1) 1(3) 00) 58005659 08844 14,89) 0,6571 0,8433
G 150 (99) 123 (99) 59(98) 64 (1) 1 1 1
1,29 (0,08- 2,69 (0,17-
NOD2/ ¢ 1(1) 1(1) 1(2) 0(0) 20,88) 0,5933 43,79) 0,9422 0,6345
G908R GG 7699 61 (98) 29 (@7) 32 (1) 1 i i
1,30 (0,16- 2,72 (0,16- ND
GC 1) 1(2) 1(3) 0(0) 44,99) 0,5920 44,99) 0,9419 0,6337
cC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) ND ND ND ND ND ND
G 90 (54) 88 (47) 49 (47) 39 (48) 1 1 1
A 78(46) 98(53) 55(53) 43(52) 1.28(0,85-1,95) 02847  1,30(079-211) 03627 1,27 (0,75-2,16) 0,4484
IL-1 GG 55(30) 9 97 0 (0) 1 1 1
GA 40(48)  70(75) 31(60) 39(95) 4.86(0,88-527)  0,0003  2,15(0,88-527) 0,1382 ND 0,0000
AA 19(23) 14(15) 12(23) 2(5) 205(073572) 02637  175(0.61-5.01) 04305 ND 0,3942

ND = N&o determinado
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Polimorfismo do gene NLRP1 ndo mostrou associacao significativa entre as
frequéncias genotipicas e alélicas nos grupos estudados (HC x DII/ HC x DC /HC x
RCUI) (Tabela 2).

Através da andlise univariada e multivariada verificou-se que o genétipo AG de
IL-1 foi associado com o desenvolvimento de RCUI (GAXAA, p-valor = 0,0003;
GAXAA, p-valor = 10 -4). A IL-1 esta envolvida com DIl (GAXAA, p-valor = 0,0003)
(Tabela 2).
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3 DISCUSSAO

Véarios complexos inflamassomas ativados e a liberacdo de IL-1B foram
descritos (CHEN; NUNEZ, 2011; ROSENZWEIG et al, 2011; SCHRODER;
TSCHOPP, 2010.). Polimorfismos genéticos em inflamassomas tém sido associados
a susceptibilidade a doengas comuns.

O polimorfismo do gene da IL-1 -511T em pacientes brasileiros com
periodontite foi associado com a doenca em pacientes brancos e pardos
(TREVILATTO et al, 2011). rs1143634 em IL-1 também foi significativamente
associado a infeccao pelo HIV-1 na populacao brasileira (PONTILLO et al, 2012b). Em
nosso estudo, verificou-se esta associacdo em RCUI.

Enquanto o inflamassoma NLRP3 regula uma variedade de doencas
inflamatérias e autoimunes, a producdo de IL-1f contribui para a inflamacgao intestinal.
Recentemente, a inducdo de IL-1B induzida por NLRP3 tem sido associada a uma
protecdo contra a colite (ZAKI et al, 2011).

Nossos resultados sugerem que os polimorfismos de genes no NLRP3 e
CARD15 / NOD2 variante G908R e variante R702W nédo foram associados a
susceptibilidade as DII.

Vérios estudos relatam a influéncia do polimorfismo do gene NLRP3 em vérias
doencas, mas os resultados tém sido contraditérios. Nao ha nenhuma evidéncia da
associacao de NLRP3rs35829419 com pacientes aneurismas da aorta abdominal era
de Nova Zelandia (ROBERTS et al, 2011). Um estudo realizado em Norte da China,
menor alelo de rs35829419 estava ausente em pacientes com doenca de Alzheimer
e apenas presente em controlos, sugerindo que o alelo confere protecao contra o risco
de desenvolvimento tardio da doenca de Alzheimer (TAN et al, 2013). O mesmo pode
ser visto no estudo de Pontillo (2012b). Os resultados deste trabalho sugerem um
efeito protetor contra a infec¢do por HIV-1 do rs10754558, mas para o rs35829419
ndo estd associado com a infec¢do pelo HIV. Os resultados conflituosos podem ser
atribuidos a variacbes genéticas entre diferentes populacdes ou fenétipos variantes
de pacientes no estudo (GONZALEZ et al, 2003).

No entanto, um estudo realizado no Jap&do em pacientes com doencas alérgicas
avaliou dois polimorfismos associados ao gene NLRP3 (rs4612666 e rs10754558) e
encontrou que estes polimorfismos foram associados com choque anafilatico induzido

por alimentos. Em nosso estudo ndo obtivemos nenhum resultado estatisticamente
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significante. Este polimorfismo pode aumentar a producgao de IL-1 beta e favorecer o
desenvolvimento de DII.

Uma investigacdo conduzida nos Paises Baixos, a DC foi associada com
R702W (p = 0,008) para os heterozigotos (OOSTENBRUG et al, 2006). Outro estudo
realizado no sul da Italia, pacientes com DC mostrou a mutagdo CARD15 /NOD2
variante R702W significativamente mais frequente quando comparado com o grupo
controle e pacientes RCUI (p = 0,001 e p = 0,03, respectivamente) (RIGOLI et al,
2010). Nossos resultados nao sugerem correlagdo com DIl, em pacientes brasileiros.

Na literatura, ndo encontramos nenhuma associacdo entre o gene CARD15/
NOD2 variante G908R e doencas de diferentes grupos de populacdes estudadas
(PONTILLO et al, 2012a; RIGOLI et al, 2010). Em nosso estudo, ndo observamos
associagao estatisticamente significativa.

O polimorfismo do gene NLRP1 néo foi associado com a infec¢éo ao HIV-1 de
acordo com o estudo de Pontillo (2012b). No entanto, em outro estudo de Pontillo
(2012a) em pacientes com lapus eritematoso, houve uma associacdo de NLRP1
rs2670660 com a predisposicao para a doenca. No presente estudo, o gene NLRP1
nao contribui para a patogénese de DIl na populag&o brasileira.

Poucos estudos de associacao entre os polimorfismos dos genes de resposta
imune e doenca inflamatoria do intestino tém sido conduzidos no momento. Os dados
sobre esta doenca na populacdo brasileira sdo escassos. Assim, € importante para
avaliar diferentes aspectos de perfil genético populacdo que possam interferir na
resposta do paciente ao tratamento de DIl (PRESCOTT et al, 2010).

Nossos dados sugerem uma associacao entre o polimorfismo do gene IL-1 e 0
desenvolvimento de retocolite ulcerativa idiopatica.

Este estudo mostrou informacgdes atuais e importantes de polimorfismos de
genes de inflamassomas na doenca inflamatdria intestinal. E necessario desenvolver
outros estudos envolvendo grande quantidade de individuos e associar aspectos

socioecon6micos, clinicos e epidemioldgicos.
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:
o A alteracéo no gene IL-1 (-511T/C) esta associada com o desenvolvimento de
retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) na populacéo brasileira.
o N&o foi verificada associacdo entre o polimorfismo dos genes NLRP1, NLRP3,
CARD15/NOD2 variantes G908R e R702W e a susceptibilidade as DII, sugerindo que
estes genes nao tém relacdo com o desenvolvimento da doenca na populacéo

estudada.
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Summary

Inflammatory bowel disease consists of multifactorial
diseases whose common manifestation is inflammation
of the gastrointestinal tract and their pathogenesis
remains unknown. This study aimed to analyse the
gene polymorphisms in Brazilian patients with inflam-
matory bowel disease. A total of 101 patients
diagnosed with inflammatory bowel disease were
analysed for the tumour necrosis factor-alpha (-308 G/
A; 1s1800629) and interleukin-10 (-1082 G/A;
rs1800896) gene polymorphisms. Genotyping was per-
formed through polymerase chain reaction—sequence-
specific primer, then fractionated on 2% agarose gel
and visualized after staining by ethidium bromide. The
anatomic—clinical form of Crohn’s disease (CD) pre-
dominant was the inflammatory (32.75%), followed
by fistulizing (29.31%) and 27.58% stricturing. As
control group, a total of 136 healthy subjects, from
the same geographical region, were enrolled. The sta-
tistical analyses were performed using R program. The
frequency of the A allele at tumour necrosis factor-
alpha was high in ulcerative colitis (UC) patients
(51%) than in controls (22%; P > 0.01). No statistical
difference was found with the genotypic and allelic
frequencies of CD patients compared to controls
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(P =0.54). The polymorphism -1082G/A of inter-
leukin-10 was not statistical different between the
diseases compared to controls. Tumour necrosis
factor-alpha (TNF-2) (-308G/A) is associated with UC
onset, suggesting that the presence of -308A allele
could confer a relative risk of 3.62 more to develop
UC in general population. Further studies, increasing
the number of individuals, should be performed to rat-
ify the role of TNF-z in the inflammatory bowel dis-
case pathogenesis.

Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) describes a hetero-
geneous group of chronic gastrointestinal tract inflam-
matory. The two main types of IBD are (UC) and
Crohn’s disease (CD) (Richard Hansen ef al., 2010;
Nosratollah et al., 2014). The main symptoms related
to IBD are abdominal pain, diarrhoea, weight loss,
haematochezia including other extra intestinal mani-
festations (Szigethy et al., 2010). Regarding the mani-
festation of CD according to the sex, it is observed a
higher male prevalence in childhood, when compared
to adult (with a female predominance). In UC, the fre-
quency is the same, so there is no difference in fre-
quency between men and women (Richard Hansen
et al., 2010).

The IBD pathogenesis is complex and involves an
interaction between genetic, environmental and
immunological factors. In fact, in genetically suscepti-
ble individuals to IBD, an environmental trigger (e.g.
infection, medication, smoking) may be the inciting
event.

Many patients carrying genetic predisposition alleles
to IBD could manifest an overactive immune response
to bacteria, located in the gastrointestinal tract, pre-
senting the IBD symptoms (Shih et al., 2008). The
IBD is characterized by unpredictable inflammation
attacks in the intestine across an infiltration of the
lamina propria by innate immune cells (neutrophils,
macrophages, dendritic and NK cells) and adaptive
immune cells (B and T cells). Increased number and
activation of these cells in the intestinal mucosa could
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enhance local levels of tumour necrosis factor (TNF),
which is located in the IBD3 region (6p21.1-23), and
other pro-inflammatory interleukins (van Heel et al.,
2004; Lopez-Herndndez et al., 2010; Anderson et al.,
2011; Bouguen et al., 2011; Muro et al., 2014).

A growing number of different genes have been
implicated in the etiopathogenesis of IBD. The major-
ity genes involved in CD pathogenesis are linked with
innate immunity, manly with an inflammatory prop-
erty (Szigethy et al., 2010). Cytokines are proteins that
regulate inflammation response, and the release of
proinflammatory cytokines could explain most of local
and systemic components of acute and chronic inflam-
matory diseases during IBD activation (Guimbaud
et al., 1998).

Tumour necrosis factor-alpha (TNF-z) is an impor-
tant pro-inflammatory, pleiotropic and immunoregula-
tory cytokine, produced by activated monocytes and
macrophages, that plays a key role in initiation, regu-
lation and perpetuation of the inflammatory response
(Koss et al., 2000; Gonzdlez et al., 2003). Some sin-
gle-nucleotide polymorphisms (SNP) in the promoter
region of TNF-u gene, located at nucleotides -238 and
-308, are known to affect the level of gene expression
(Yang er al., 2006). Such variations in the TNF-a pro-
moter region have previously been associated with sus-
ceptibility to a range of immune disorders, including
CD (Louis & Belaiche, 20005 Kim et al., 2003; Vatay
et al., 2003; Almeida et al., 2004; Ferreira et al.,
2005; Sanchez et al., 2009).

Interleukin-10 (IL-10) is an anti-inflammatory cyto-
kine that plays a role in limiting and terminating the
body’s inflammatory responses, blocking the pro-
inflammatory cytokine secretion and regulating the dif-
ferentiation and proliferation of several immune cells
(Garza-Gonzélez et al., 2010). Three SNPs at position
-1082 G/A, -819 C/T and -592 C/A have been recently
described, which influence a differential IL-10 produc-
tion (Klein et al., 2000; Hajeer & Hutchinson, 2001;
Fernandez et al.,, 2003). Studies have shown the
involvement of IL-10, both genetic polymorphisms as
cytokine production in the pathogenesis of inflamma-
tory diseases, as well as its association with prognosis
(Stewart et al., 1994; Lech-Maranda et al., 2004).
Some studies on IL-10 polymorphism association with
IBD and with other diseases have been published,
reporting controversial results of how the gene is
involved in IBD pathogenesis (Lech-Maranda et al.,
2004; Fernandez et al., 2005; Fowler et al., 2005; San-
chez et al., 2009; Andersen et al., 2010; Wang et al.,
2011).

The understanding of these cytokines in IBD onset
not only provides a better comprehension into the
pathogenesis of IBD but also sheds light on various
clinical applications. Thus, the aim of this study was
to analyse the association between the -308 G/A
(rs1800629) and -1082G/A (rs1800896) SNPs, at
TNF-o and IL-10 genes, respectively, with IBD onset
in a Brazilian population and evaluate the relation
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between these polymorphisms with susceptibility and
behaviour of CD and UC.

Materials and methods

Patients and controls

A case—control study was performed with 101 Brazil-
ian patients presenting IBD from the Gastroenterology
Clinic of the Barao de Lucena Hospital/SES/PE and
Hospital das Clinicas of Pernambuco, Federal Univer-
sity of Pernambuco.

The diagnosis of IBD was based on clinical, labora-
tory, imaging, endoscopic (colonoscopy) and histologi-
cal evidences (Lennard-Jones, 1989). The CD and UC
patients were diagnosed according to the criteria of
the Lennard-Jones (1989) and classified according to
the Vienna classification (Gasche et al., 2000). Clinical
data were collected from all patients [i.e. age at diag-
nosis and disease behaviour (structuring, inflammatory
or fistulizing)]. Blood samples were collected in tubes
containing anticoagulated with ethylenediaminete-
traacetic acid (EDTA) from June 2013 to January
2014.

The mean age of participants was 41 years (mean:
42.26/median: 41 years old/e = 13.79), and the pre-
dominant gender was similar between male (50/101;
49.5%) and female (51/101; 50.5%). The majority of
patients were diagnosed for disease under 40 years of
age (57.42%).

Of the 101 cases, 43 (42.57%) had UC and 38
(57.42%) had CD. Among the 58 CD patients diag-
nosed in our study, 19 patients (32.75%) were diag-
nosed as having nonstructuring/nonfistulizing CD, 17
patients (29.31%) with fistulizing CD and 16
(27.58%) with structuring CD. The other 6 (10.34%)
showed more than one disease behaviour.

The control group comprised subjects who under-
went endoscopy and who had no clinical or laboratory
evidence of IBD. One hundred and eighteen individu-
als of the control group were genotyped for TNF-z,
and 136 individuals of the control group were geno-
typed for IL-10 (mean: 33.63 median: 32 years old
and mean: 33.52 median: 29 years old).

Ethical issues

The Ethics Committee of the Health Sciences Center
of Federal University of Pernambuco (CEP/CCS/UFPE)
approved this study (protocol 222/2010), and all
patients agreed to participate by signing the free and
informed consent form.

Genomic DNA extraction

Genomic DNA was extracted from 250 uL of periph-
eral blood using rapid protocol mini salting out
method and digestion with proteinase K, presented in
Technical Handbook of the Twelfth International

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Histocompatibility Workshop (1996), with modifica-
tions to amounts used.

TNF-x and IL-10 genes polymorphisms analysis

Genotyping was performed by the polymerase chain
reaction—-sequence-specific primer (PCR-SSP) method
as described by Perrey et al. (1999). TNF-z and IL-10
SNPs genotyping were performed following protocols
from the literature (Kim et al., 2003; Kamali-Sarves-
tani et al., 2005). The PCR product was fraction-
ated on 2% agarose gel and visualized after staining
by ethidium bromide (10 mg mL™") on ultraviolet
light.

Statistical analysis

Statistical analysis was realized using the R program.
The influence of each polymorphism on the risk of
developing IBD was estimated by odds ratio (OR)
using a confidence interval (CI) of 95% for the param-
eters. Hardy—Weinberg equilibrium was tested. The
prevalence of different genotypes in patients and con-
trols was analysed by the Fisher. Bonferroni test was
performing to multiple-significance-test correction, and
only values less than 0.025 were considered statisti-
cally significant.

Results

In this study, we investigated 101 patients with IBD,
regarding to clinical aspects, habits (Table 1), in order

Table 1. General characteristics of the patients and control groups
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to associate functional polymorphisms at TNF-z and
IL-10 genes. Unfortunately, two patients were
excluded in IL-10 analysis.

The distributions of -308 G/A and -1082G/A geno-
types of TNF-z and IL-10 gene, respectively, are in
agreement with the prediction under the condition of
Hardy—Weinberg equilibrium. However, patient group
to UC in both TNF-z and for IL-10 gene polymor-
phisms was not in Hardy-Weinberg equilibrium
(P =0.01) (Table 2).

The polymorphism -308A (rs1800629) in the pro-
moter region was very common in IBD patients than
in healthy individuals (P = 0.02). When we classified
IBD patients in the groups, CD and UC, we verified
an elevated frequency of -308A in UC when compared
with other groups (51% UC vs. 33% IBD, 19% CD
and 22% control). The association with UC x control
was statistically significant (P < 0.01; OR = 3.60,
IC = 2.07-6.29). In contrast, the -308G was a little
more frequent in CD patients than in healthy persons,
but not statistical different (P = 0.54).

The frequency of genotypes G/G, G/A and A/A for
TNF-z showed a statistically significant association
when compared UC with the control group
(P <0.01).

The distribution of -1082G/A (rs1800896) at IL-10
gene was not statistical different (IBD x control
P=0.51; CD x control P=0.29, UC x control
P = 0.80).

Phenotypic analysis demonstrated no significant
association between genotypes and alleles TNF-» and

TL-10 genes with CD behaviour (P > 0.05; Table 3).

General characteristics Patients n =101 (%)

General characteristics Control n =136 (%)

Age at diagnosis

<40 years 43 (42.57%)
=40 years 58 (567.42%)
Sex
Male 50 (49.5%)
Female 51 (60.5%)
Eating habits
Diet 3 (62.47%)
No diet 8 (47.562%)
Family history 2 (11.88%)
No family history 89 88.11%)
Clinical characteristics CD Patients CD
Anatomo-clinical form n =58 (%)
Nonstricturing/Nonfistulizing 9 (32.75%)
Fistulizing 7 {29.31%)
Stricturing 6 (27.58%)
More than one form 6 (10.34%)
Extraintestinal manifestations n= 22
Arthritis/artralgia 7 {29.31%)
Psoriasis 1 {1.72%)
Ankylosing spondylitis 1{1.72%)
Pyodermitis 2 (3.45%)
Erythema nodosum 1(1.72%)

Age
<30 years 56 (41.18%)
<40 years 50 (36.76%)
=40 years 30 (22.06%)
Sex
Male 19 (13.97%)
Female 117 (86.03%)
Family history 0 (0%)
No family history 136 (100%)

Complete clinical information according to the Vienna classification (Gasche et al., 2000) modified.

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Table 2. Frequencies genotypic and allelic of -308 G/A of TNF-x and -1082G/A of IL-10 in the patients and control groups classified according to Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC)
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UC x Control

CD x Control

IBD x Control

Control

uc

cD

IBD

TNF (-308)

P value

OR (Cl 95%)

P value

P value OR (Cl 95%)
Ref.

OR (Cl 95%)
Ref.

Ref.

3.60 (2.07-6.29) 0.000002

0.54

0.02 0.81 (0.46-1.41)

1.68 (1.1-2.56)

0.78)

Freq.)

0.000000392
0.000000845
0.000075978

Ref.
10.42 (3.77-28.78)

0.23
0.17
0.9

Ref.

0.05
0.1

Ref.

0.57 (0.28-1.17)

1.66 (0.95-2.91)

16.8 (3.77-74.84)

1.4 (0.36-5.52)

0.08

0.67)

Allele

136
n=101

Codominant

G/G
G/A

AA

UC x Control

DC x Control

IBD % Control

CD uc Control

IBD

IL-10 (-1052)

OR (CI 95%) P value OR (Cl 95%) P value
Ref. Ref.

P value

OR (CI 95%)

Ref.

0.45)
0.55)

0.29 0.93 (0.55-1.56) 0.80

1.32 (0.83-2.10)

0.561

1.33 (0.77-1.66)

Freq.)

0.93
0.78
0.75

Ref.

0.26
0.18
0.19

Ref.

0.67
0.56

9

Ref.

0.71 (0.16-2.44)
0.73 {0.14-3.05)

1.81 (0.75-4.54)

1.31 (0.57-2.99)
1.45 (0.54-3.87)

2.16 (0.69 - 6.93)

0.4

n=112

Freq.)

0.52)

n=198

Allele

103

Codominant

G/G
G/A

AJA
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We also performed a logistic regression to access a
multivariate analysis, including gender, age, age at
diagnose, clinical characteristic and genotype informa-
tion. None of these variables were involved, together
or individually, in the onset of IBD, CD or UC, except
the TNF-2 -308AA, which was associated with IBD
and UC.

Discussion

In this study, we tested the hypothesis that cytokine
genetic polymorphisms might influence in the develop-
ment of inflammatory bowel disease. The role of TNF-
o and IL-10 gene polymorphisms on the susceptibility
to many inflammatory diseases has been well docu-
mented; however, the results obtained are contradic-
tory.

Our findings indicate that the presence of A allele
(rs1800629) polymorphism predisposes the onset of
UC but was not associated with risk of Crohn’s dis-
ease. However, our study did not find an association
between the polymorphism of IL-10 (-1082G/A) and
IBD, suggesting that this polymorphism do not con-
tribute to pathogenesis of IBD in Brazilian population.

TNF-a and TNF-§ are key cytokines known to play
a role in inflammatory responses, and the loci for these
genes are found in the IBD3 region on chromosome
6p21, which is known to be associated with an
increased risk of IBD (Muro et al., 2014).

The TNF-z is a key cytokine in the immune
response, playing an important role in the pathogene-
sis of IBD (Guimbaud et al., 1998). A number of stud-
ies have been published on TNF-z polymorphisms in
several populations (Tagore et al., 1999; Mendonza
et al., 2006; Yang et al., 2006), mainly focusing in the
promoter region of the gene. In some of these, their
results indicated that the TNF-x gene contributes to
the risk of developing in Belgian (Louis & Belaiche,
2000), Hungarian (Vatay et al., 2003), Korean (Kim
et al., 2003), Danish (Bank et al., 2014), Mexican
(Yamamoto-Furusho er al., 2004) and Moroccan (Sen-
haji et al., 2016) populations.

However, other studies in Australian (Fowler et al.,
2005), Canadian (Zipperlen et al., 2003), Korean
(Yang et al., 2006), Caucasians (Koss er al., 2000),
Spanish (Gonzdlez et al., 2003; Lopez-Herndndez
et al., 2015) and Iranian (Nosratollah et al., 2014)
population found that rs1800629 promoter polymor-
phism was not associated with risk of Crohn’s disease.
In this sense, our results are in agreement with these
data because the association between CD and controls
was not statistically significant.

In our study, the frequency of TNF-z -308A was
higher in UC compared with control group (P = 0.00).
We found that patients from our studied population
who carry the genotype AA of TNF-z are by 16.8
times in risk to develop UC (OR = 16.8 (CI 95%);
3.77-74.84; P = 0.00). Our findings suggest that the
presence of A allele predisposes the onset of UC.

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
International Journal of Immunogenetics, 2016, 0, 1-7
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Table 3. Relation between the control group and disease behaviour in CD patients in relation to TNF= (-308 G/A) and /L-10 (-1082G/A) genes

Control x Fistulizing CD

Control x Nonstructuring/nonfistulizing CD

Contral x Structuring CD

TNF-o
GG X GA X AA P=0.02 P=0.22 P=053
GXA P=0.13 P=0.13 FP=0.25
OR =0.53 OR =245 OR =2.02
95% CI (0.23-1.26) 95% Cl (0.82-9.95) 95% Cl (0.66-8.28)
IL-10
GG X GA X AA P=0.86 P=0.76 F=0579
GXA P =0.5884 P=0.86 F=1
OR =1.23 OR =1.10 OR =0.95

95% CI (0.566-2.68)

95% CI (0.63-2.31)

95% Cl (0.42-2.13)

In fact, the actions of cytokines may be deeply con-
ditioned by the presence of other cytokines, particu-
larly in the case IL-10 and TNF-a, which are mutually
regulated and play opposing functional roles in inflam-
matory responses. Whereas TNF-z is a prototype of a
proinflammatory molecule, IL-10 is mainly recognized
for its anti-inflammatory activity; thus, IL-10 is a key
player in the homoeostasis 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 (Andersen et al., 2010). It has been tra-
ditionally hypothesized that patients with IBD would
be more likely to have an IL-10 low producer geno-
type, especially CD, considered a TH1-mediated dis-
ease (Fernandez et al., 2005).

Studies on IL-10 polymorphisms associated with
IBD and other diseases have been published, however,
reporting conflicting results (Klein et al,, 2000; Fer-
nandez et al., 2005; Fowler et al., 2005; Sanchez
et al., 2009; Andersen et al., 2010; Wang et al.,
2011). Several lines of evidence suggest that IL-10
influences susceptibility to CD (Garza-Gonzilez et al.,
2010; Wang et al., 2011). Some studies show that the
IL-10 -1082A allele results in a lower production of
IL-10 protein compared with the -1082G allele (Gib-
son et al., 2001), and it is known that patients with
low IL-10 levels have a high CD susceptibility (Klein
et al., 2000; Gibson et al., 2001; Wang et al., 2011).
Similarly, the substitution of the G allele for A allele
at position -308 of the gene TNF-u increases transcrip-
tion levels (Wilson et al., 1997; Hajeer & Hutchinson,
2001).

Previous studies were able to find association
between CD susceptibility and the IL-10 promoter
polymorphism in Mexican (Garza-Gonzdlez et al.,
2010), New Zealand (Wang et al., 2011) and United
Kingdom (Tagore et al., 1999) population. On the
other hand, no association was found between the IL-
10 -1082 G/A polymorphism with CD or UC in Cau-
casians of United Kingdom (Koss et al., 2000), Korean
(Kim et al., 2003), Canadian (Sanchez et al., 2009),
German (Klein et al,, 2000), Danish (Perrey et al.,
1999 and Andersen et al, 2010) and Spanish

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
International Journal of Immunogenetics, 2016, 0, 1-7

population (Vatay et al, 2003; Mendonza et al.,
2006; Lopez-Herndndez et al., 2015).

In conclusion, we did not find any statistically sig-
nificant association between the frequency of alleles
and genotypes for rs1800896 in IBD patients and con-
trol groups (both UC and CD), which suggests that a -
1082 IL-10 polymorphism does not contribute to
pathogenesis of IBD in Brazilian population. On the
other hand, we can hypothesize that the -308A TNF-«
allele, known to increase production of TNF-x, is
associated with the development of UC in the Brazil-
ian population but does not have significant relation-
ship with behaviour CD.
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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar o perfil epidemioldgico e laboratorial de pacientes com doenga
de Crohn (DC), conduziu-se a presente série de casos, englobando 26 individuos atendidos no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Coletaram-se dados
epidemiolégicos, clinicos e bioquimicos, incluindo a relagdo Proteina C-Reativa (PCR)
/Albumina. A amostra apresentou idade de 41,3+13,2 anos e 100,0% estava em remissio da
DC. A relacdo PCR/Albumina foi elevada em 76,9% dos participantes, principalmente
naqueles com menor tempo da DC e com alta Velocidade de Hemossedimentacdo (p<0,05).
Os individuos desta casuistica revelaram caracteristicas tipicas da DC e valores elevados da
relacio PCR/Albumina.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Crohn (DC) € uma doenca inflamatéria intestinal (DII) crbnica e
recidivante que afeta qualquer por¢do do trato gastrointestinal desde a boca até o &nus
(LAASS; ROGGENBUCK; CONRAD, 2014). Atinge principalmente pessoas jovens,
apresentando diversas formas clinicas de alta complexidade (JEWEL, 2006).

Os sintomas mais comuns sdo dor abdominal (86%), diarreia (78%), ou presencga de
sangue nas fezes (49%), entretanto, no inicio das manifestagdes clinicas, a DC ndo apresenta
sintomas especificos, o que torna o seu diagnéstico tardio (SAWCZENKO; SANDHU, 2003;
GRIFFITHS, 2004; VERNIER-MASSOUILLE; BALDE; SALLERON, 2008).

No exame histopatoldgico, a inflamacdo € geralmente do tipo transmural afetando
todas as camadas da parede intestinal, da mucosa a serosa, e pode ser caracterizada por lesdes
alternadas. Em decorréncia disto, as complicacdes da doenca incluem fibrose intestinal,
estenoses e formacao de fistulas (ISKANDAR; CIOBA, 2012).

Baseando-se em tais aspectos histopatoldgicos, pode-se classificar o padrao andtomo-
clinico da DC. A doenga inflamatéria sem complicagdes € considerada como nao-
estenosante/ndo-penetrante  (inflamatéria). Em casos de estreitamentos intestinais ou
anorretais de repeti¢do, a doenca € classificada como estenosante. Jd a doenga penetrante
(fistulizante) € assim caracterizada quando ocorrem fistulas intra-abdominais ou perianais,
massas inflamatérias e/ou abcessos (ALMEIDA et al, 2004).

A etiopatogenia da DC, e das DII de maneira geral, ainda permanece desconhecida.
No entanto, sabe-se que a doenca apresenta origem multifatorial, sendo causada pela interagdo
de fatores genéticos e ambientais, como histérico familiar, agentes infecciosos, fumo,
microbiota intestinal, estilo de vida e habitos alimentares (GUAGNOZZI et al, 2012;
KEYASHIAN et al, 2012).

Outras varidveis podem conferir uma maior susceptibilidade ao aparecimento da DC
na populacdo, como, por exemplo, o status socioecondmico, o nivel de escolaridade e a drea
residencial. Em adicdo, alteragdes em varidveis clinicas, englobando pardmetros bioquimicos
(Proteina C-Reativa (PCR) e Albumina (Alb)), hematolégicos (Velocidade de
Hemossedimentacdo (VHS)) e antropométricos (indice de Massa Corpérea (IMC)) podem
estar associadas a gravidade e agudizacdo da doenca. A andlise desses fatores de risco e a
frequéncia com que eles aparecem em pacientes atendidos ambulatorialmente € capaz de

fornecer um perfil do portador da DC (LOCHS et al, 2006; ELIA et al, 2007).
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Diante do exposto, o presente estudo objetivou caracterizar o perfil epidemioldgico e

clinico-laboratorial de pacientes ambulatoriais com diferentes formas anitomo-clinicas da

DC.

2 METODO

Desenho do estudo e Populacio

Série de casos englobando 26 pacientes adultos e idosos de ambos os sexos, recrutados
para este estudo com diagnéstico prévio de DC. Os pacientes foram atendidos no periodo
compreendido entre julho e setembro de 2013 no Servico de Gastroenterologia/Proctologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

O critério de inclusdo dos pacientes foi o diagndstico confirmado de DC estabelecido
por meio de achados clinicos, radiolégicos, endoscdpicos e histopatolégicos, de acordo com
os critérios da classificacio de Lennard-Jones (1989). As informacdes de tempo de
diagndstico, género, localizagdo e comportamento da DC foram organizadas de acordo com a
Classificacdo de Vienna modificado (GASCHE et al, 2000).

Como critérios de exclusio, foram dispensados da pesquisa pacientes com Retocolite
Ulcerativa Inespecifica (RCUI) ou colite indeterminada; que tenham sofrido qualquer
procedimento cirtirgico, devido a distdrbios gastrointestinais, em periodos recentes a
entrevista; pacientes incapazes de serem submetidos a avaliacdo de peso e altura e individuos
com ascite e/ou retengdo hidrica. Também foram excluidos da pesquisa aqueles pacientes que

nio nasceram no Brasil.

Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Pernambuco — CEP/UFPE: Parecer n°: 222/2010 / CAAE: 0223.0.172.000-10, e todos os
individuos que foram selecionados e aceitaram participar do estudo, de acordo com os
critérios de elegibilidade previamente citados, assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE).
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Aspectos Epidemiolégicos e Clinicos

Foram obtidas informacdes relativas ao género, idade, escolaridade e doengas
associadas através da andlise da ficha clinica dos pacientes. Foram levantados também dados
de achados clinicos, radioldgicos, endoscdpicos (colonoscopia) ¢ histopatolégicos para
determinacdo da forma anatomo-clinica e localizacido da doenca no trato gastrointestinal, além
do Indice da Atividade da Doenca de Crohn (CDAI), o qual foi utilizado para classificar a DC
em remissdo (CDAI<150) ou em atividade (CDAI >150) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
COLOPROCTOLOGIA, 2011).

Informacdes com relacdo ao tratamento medicamentoso, histérico familiar e
manifestacdes extraintestinais também foram obtidas no momento da entrevista com o0s
pacientes.

As medidas de peso e altura foram coletadas e mensuradas conforme a técnica
recomendada por Lohman, Roche e Martorell (1991). Os participantes foram pesados
utilizando-se uma balanca eletronica digital, tipo plataforma, da marca Filizola®, com
capacidade maxima de 150Kg e precisdo de 100g e a estatura foi medida por meio de
estadidometro acoplado a balanca plataforma com capacidade para 1,90m e precisio de 1mm.
Com as medidas de peso e altura foi calculado o indice de massa corporal (IMC), o qual foi
classificado de acordo com os valores indicados pela Organizacio Mundial da Satide
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1998).

Coletaram-se ainda dados comportamentais relativos ao uso de bebidas alcéolicas e
tabaco, sendo obtidos com base em relato do préprio paciente durante a entrevista. Para fins
de classificagcdo, os individuos considerados alcoolistas foram aqueles que consumiram
quantidades superiores a 60g/dia de etanol nos sete dias anteriores a pesquisa, 0os nio
alcoolistas foram aqueles que ndo fizeram uso de bebidas alcdolicas ou que ingeriram
pequenas quantidades de etanol (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011) e os ex-
alcoolistas ou abstémios foram os individuos que ndo utilizaram o dlcool nos 12 meses
prévios ao estudo (BERTOLOTE, 2010).

Quanto ao tabagismo, os pacientes foram classificados em tabagistas, quando
relatavam que faziam uso regular de pelo menos um dos produtos do tabaco fumado,
independentemente do tempo; ex-tabagistas, sendo aqueles que ji fizeram uso do tabaco em
periodos anteriores a pesquisa (BRASIL, 2011) e ndo tabagistas, aqueles individuos que

nunca fumaram.
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Estudo Bioquimico

Foram colhidos através de puncio venosa a viacuo, 6mL de sangue em tubo seco com
gel separador. Apds a formagao do codagulo, o material foi submetido a centrifugagio de 1107
X g durante 5 minutos para obtenc¢do do soro.

As andlises bioquimicas foram realizadas no setor de bioquimica do laboratério de
andlises clinicas do Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE) da
Universidade de Pernambuco (UPE).

A dosagem bioquimica da PCR ultrassensivel (VR: 0,0 a 5,0 mg/dL) foi processada
por metodologia automatizada de nefelometria e a dosagem da Alb (VR: 35 a 52g/LL-35a
5,2 mg/dL) foi processada por metodologia automatizada de imunoturbidimetria, e ambas as
andlises foram realizadas no equipamento COBAS INTEGRA 400 PLUS da marca
ROCHE®.

Com os valores séricos de PCR e Alb foi calculada a relacio PCR/Alb. Segundo a
relacdo, os pacientes foram classificados como sem risco de complicacdes infecciosas e
inflamatérias quando a relagdo fosse<0,4 ou com risco quando a relagdo fosse >=0,4

(CORREA et al, 2002).

Analise da VHS

Foram colhidos através de puncdo venosa a vicuo, SmL de sangue, em tubo com
anticoagulante EDTA para obtencdo de sangue total. A dosagem do VHS foi realizada pela
metodologia manual (método de Wintrombe) no setor de hematologia do laboratério de
analises clinicas do PROCAPE/UPE. O nivel de normalidade considerado para o VHS foi de
20mm/h.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram efetuadas com o SPSS versdo 13.0 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) e pelo programa Epi-Info versao 7.0.

As varidveis quantitativas continuas foram testadas quanto ao cariter da normalidade
pelo teste de Kolmogorov Smirnov, sendo os dados das varidveis de distribuicdo normal

expressos como média e desvio padrio.
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Na descricao das proporgdes, procedeu-se uma aproximacdo da distribuicio binomial
a distribuicdo normal pelo intervalo de confianga de 95% (ICos%). Diferencas significativas
foram constatadas a partir da anélise da sobreposi¢do dos respectivos ICos¢.

Para a avaliacdo das diferengas entre as médias foi empregado o teste “t” de student
para dados nao pareados. O nivel de significincia utilizado na decisdo dos testes estatisticos

foi de 5,0%.

3 ANALISE DE RESULTADOS

A amostra foi constituida por individuos portadores de DC com idade média de 41,3 £
13,2 anos. A andlise evidenciou uma distribuicdo bimodal da idade, sendo observado um pico
da DC aos 40 anos e outro aos 60 anos. As frequéncias da distribuic¢do relativas ao sexo foram
similares, com 69,2% de pacientes do sexo feminino (n=18; 1Cos%: 48,2-85,7) e 30,8% do
sexo masculino (n=8; ICos5%: 14,3-51,8).

Os dados referentes a caracterizaclo socioecondmica e comportamental dos pacientes
analisados no estudo estdo expostos na tabela 1, onde se observa que a maior parte dos
sujeitos avaliados residia na Regido Metropolitana do Recife (RMR) (69,2%) e havia
frequentado a escola regular por mais de 8 anos (73,1%). Na andlise dos fatores
comportamentais foram verificadas maiores frequéncias de pacientes nio tabagistas (73,1%) e

ndo etilistas (84,6%).

Rev. Satide Publ. Santa Cat., Florianépolis, v. 9, n. 2, p. 27-42, maio/ago. 2016.

62



33

Tabela 1 - Caracterizacio demografica, socioecondmica e comportamental de pacientes ambulatoriais
com DC atendidos no Hospital das Clinicas da UFPE, Recife, 2015.

Variaveis N=26 % ICos
Sexo

Masculino 8 30,8 14,3-51,8
Feminino 18 69,2 48,2-85.7

Area Residencial

RMR 18 69,2 48,2-85,7
Interior 5 19,2 6,5-39,3
Outras cidades 3 11,5 2,4-30,1
Escolaridade

<8 anos 7 26,9 11,6-47.8
>8 anos 19 73,1 52,2-88.4
Tabagismo

Tabagista 2 7,7 0,9-25,1
Ex-tabagista 5 19,2 6,5-39,3
Nio 19 73,1 52,2-88,4
Etilismo

Ex-etilista 4 15,4 4,3-34,9
Nio 22 84,6 65,1-95,6

DC=Doenca de Crohn; RMR=Regiio Metropolitana do Recife; IC=Intervalo de Confianca.
Fonte: Dados da pesquisa (2013)

No tocante aos dados clinicos, 100,0% dos pacientes estavam em remissdo da doenca.
O histdrico familiar ndo foi representativo da DC na populacdo estudada (88,5%). Exames
clinicos demonstraram que as formas andatomo-clinicas da DC e as manifestacdes
extraintestinais foram distribuidas igualitariamente, sendo 10 (38,4%) pacientes
diagnosticados com DC do tipo inflamatéria, 8 (30,8%) individuos com doenga fistulizante e
8 (30,8%) com DC estenosante. O tratamento medicamentoso administrado aos pacientes foi
feito a partir do uso de imunossupressores, corticoides ou anti-inflamatérios, sendo

recomendados de forma isolada ou simultaneamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracterizacdo clinica de pacientes ambulatoriais com DC atendidos no Hospital das
Clinicas da UFPE, Recife/2015.

Varidveis N=26 % ICosq

Histéria familiar de DC
Sim 3 11,5 2.4-30,1
Nio 23 88,5 69,8-97.5

Forma anatomo-clinica

Inflamatéria 7 26,9 11,6-47,8
Fistulizante 7 26,9 11,6-47,8
Estenosante 8 30,8 14,3-51,8
Fistulizante+Estenosante 1 3,8 0,1-19,6

Inflamatoria+Fistulizante 3 11,5 2.4-30,1

Medicamentos

Imunossupressor 10 38,5 20,2-59.4
Anti-inflamatorio 4 15,4 4,3-34,9

Imunossupressor+Anti-inflamatdrio 7 26,9 11,6-47,8
Imunossupressor+Anti-inflamatdrio+Corticoide 1 3,8 0,1-19,6
Imunossupressor+Corticoide 1 3,8 0,1-19,6
Nio usa 3 11,5 2.4-30,1

DC=Doenca de Crohn; IC=Intervalo de Confianga.
Fonte: Dados da pesquisa (2013)

Ao analisar os valores do IMC, as frequéncias dos diferentes diagndsticos nutricionais
a partir do pardmetro antropométrico foram similares. De acordo com os dados hematoldgicos
e bioquimicos avaliados, houve maior frequéncia de individuos com VHS elevado (84,6%) e
100,0% dos pacientes estavam com valores normais da Alb. Segundo a relacdo PCR/Alb, a
maioria dos individuos (76,9%) apresentou risco de desenvolver complicagcdes infecciosas e

inflamatérias (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizagdo antropométrica e bioquimica de pacientes ambulatoriais com DC atendidos

no Hospital das Clinicas da UFPE, Recife/2015.

Variaveis N=26 % ICos%
IMC

Desnutri¢io 3 11,5 2,4-30,1
Eutrofia 11 423 23,3-63,1
Excesso de peso 12 46,2 26,6-66,6
VSH

Normal 4 15,4 4,3-34,9
Alto 22 84,6 65,1-95,6
PCR

Normal 9 34,6 17,2-55,6
Alto 17 65,4 44,3-82,8
Albumina

Normal 26 100,0 86,7-100,0
Relacio PCR/Alb

Com risco 20 76,9 56,3-91,0
Sem risco 6 23,1 8,9-43.6

DC=Doenga de Crohn; IC=Intervalo de Confianga; IMC=Indice de massa corporal; VSH=Velocidade de

Hemossedimentagdo; PCR=Proteina C Reativa; Alb=Albumina.

Fonte: Dados da pesquisa (2013)

Foram observadas diferencas estatisticamente significantes da relacio PCR/Alb com o

tempo da doenca e o VHS, onde os pacientes classificados com risco de complicagdes

infecciosas e inflamatérias apresentaram menor tempo da DC e maiores valores de VHS

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicio do IMC e parimetros clinicos e bioquimicos segundo a Relacdo
PCR/Albumina de pacientes com DC atendidos no Hospital das Clinicas da UFPE, Recife/2015.

66

Variaveis Com Risco (n=20) Sem Risco (n=6) p-valor®*
IMC (kg/m?) 26,1 + 6,50 22,8 + 3,38 0,253
Tempo da doenga (anos) 7,80 +£4.91 15,8 +7,17 0,004*
CDAI 52,4 £439 45,8 +39.1 0,744
VSH 347+15,2 143 £82 0,050*

DC=Doenca de Crohn; IMC=Indice de Massa Corporal; CDAl=Indice de Atividade da Doenca de
Crohn; VSH=Velocidade de Hemossedimentagdo. Teste T de Student. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (2013)

4 DISCUSSAO

Estudos que avaliem o perfil epidemiolédgico de pacientes com DC, segundo as formas
anatomo-clinicas, sdo escassos na literatura. De uma maneira geral, as DIl acometem pessoas
de diferentes classes socioecondmicas, idade e sexo (LOFTUS, 2004).

Em estudo realizado por Salviano, Burgos e Santos (2007) em Recife, com pacientes
internados portadores de DC ou RCUI, foi observada uma maior frequéncia de homens
(58,3%) na amostra avaliada. Por outro lado, na populacdo curitibana (SILVA et al, 2010), a
frequéncia do sexo feminino foi de 58% e em um estudo realizado no Rio de Janeiro (ELIA et
al, 2007), esta frequéncia também foi elevada em pacientes com DII (69,8%).

No presente estudo, a distribuicdo percentual entre os sexos foi similar, quando
avaliada pelas faixas dos respectivos ICos%. Apesar disso, estudos revelam que a distribuicdo
da DC quanto ao sexo € um pouco mais dominante em mulheres (20-30%), fato que pode
ocorrer como efeito da atuacio de fatores hormonais no desenvolvimento da doenca intestinal
(RUSSEL; STOCKBRUGGER, 1996; NIV; ABIKSIS; FRASER, 1999; LOFTUS, 2004).

A distribui¢do bimodal da idade na DII € evento ja confirmado pelos estudos relativos
ao tema, sendo evidenciado um primeiro pico da doenca entre os 15 e os 25 anos de idade e
outro na faixa dos 50 aos 80 anos (SALVIANO; BURGOS; SANTQOS, 2007; ESCOTT et al,
2009). Em virtude da composicio amostral da presente investigacdo, a qual englobou
individuos mais adultos, os picos encontrados da DC foram mais proeminentes em idades
mais avancadas do que aquelas descritas pela literatura.

No que diz respeito a drea residencial, morar na zona urbana, em cidades

industrializadas, pode aumentar o risco de desenvolver DC e RCUI (SOON et al, 2012),
Rev. Satide Publ. Santa Cat., Florianépolis, v. 9, n. 2, p. 27-42, maio/ago. 2016.
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evento que pode explicar a maior frequéncia da DC em pacientes residentes da RMR no
presente estudo.

Semelhante a pesquisa em questio, verifica-se que no trabalho de Salviano, Burgos e
Santos (2007), a maior parte dos pacientes residia na RMR e 50% nao havia cursado o 2°
grau. O grau de escolaridade mais frequente também foi o ensino fundamental (37,3%) no
estudo de Elia et al (2007). Vale salientar que, quando se trata de uma populacido de hospital
universitdrio, a distribuicdo dos pacientes com DII quanto a escolaridade parece refletir mais a
condi¢do da populagdo assistida por este tipo de instituicio do que uma caracteristica das
doencas estudadas (GUIMARAES; YOSHIDA, 2008).

Segundo a classificacdo de Vienna, relatada por Gasche et al (2000), as principais
varidveis consideradas para a DC sao: idade de inicio, histéria familiar de DII, localizacdo,
comportamento e manifestagdes extraintestinais.

Nesta casuistica, apenas trés individuos (11,5%) relataram histérico familiar de DC.
Em outros estudos, o histdrico familiar foi confirmado em 30% dos pacientes diagnosticados
com DC antes dos 20 anos de idade, comparado com 18% aos 29 anos e 13% apds 40 anos
(VERNIER-MASSOUILLE; BALDE; SALLERON, 2008; VAN LIMBERGEN et al, 2008;
SAUER; KUGATHASA, 2009).

O corticoide foi a medica¢io com maior administracdo em pacientes residentes no Rio
de Janeiro, segundo estudo de Elia et al (2007), enquanto que, no presente estudo, os
imunossupressores e os anti-inflamatérios também foram receitados para o tratamento. Pelo
fato de todos os pacientes analisados estarem em remissdo da DC, infere-se que o uso do
corticoide pode ser reservado para condi¢des de maior atividade da doenca.

No que diz respeito a fase da doenca, estudo de corte transversal, comparando
aspectos clinicos e psicoldgicos de pacientes com DC e RCUI, realizado por Peld (2007),
observou que 80% dos pacientes com DC estavam com controle clinico da doenga. O autor
considera que esta condicio pode estar relacionada ao fato de que os individuos
acompanhados em nivel ambulatorial apresentam maior estabilidade e controle clinico efetivo
da doenca, achados que corroboram com o estudo em questdo, onde todos os pacientes
analisados nesta pesquisa estavam em remissiao da DC.

A fase de remissdo evidenciada também pode contribuir para a manuten¢do de um
estado nutricional predominantemente dentro dos valores de normalidade (LOCHS et al,
2006), visto o maior percentual de pacientes com eutrofia e excesso de peso, segundo o IMC.

Apesar da maior parte dos estudos (GOH; O’MORAIN, 2003; LOCHS et al, 2006; FLORA;
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DICHI, 2006) relatarem frequéncias elevadas de desnutricio em pacientes com DC,
investigacOes mais recentes ja demonstram uma alteracio na composi¢do corporal desses
individuos, com taxas crescentes de excesso de peso e obesidade (CABRAL; CARVALHO;
MISZPUTEN, 2001; NGUYEN; STEINHART, 2008; STEED; WALSH; REYNOLDS,
2009; HARTMANN; ELIAKIM; SHAMIR, 2009; ANDRADE et al, 2015).

A presenca do diagnostico nutricional de excesso de peso e obesidade ainda contribui
para a exacerbacdo do perfil inflamatério na DC. Niveis de Interleucina-1p (IL-1p), Fator de
Necrose Tumoral a (TNFa) e Interleucina-6 (IL-6) sdo encontrados elevados na mucosa
intestinal inflamada (CABRAL; CARVALHO; MISZPUTEN, 2001).

Além disso, a IL-6 é responsavel pelo aumento na sintese de proteinas plasmadticas
referidas como proteinas de fase aguda positiva, como a PCR, e pela diminui¢do na producio
de proteinas de fase aguda negativa, como a Alb (CASTELL et al, 1990; GARIBALLA;
FORSTER, 2006).

De acordo com Corréa et al (2002), embora a resposta de fase aguda nio seja
especifica, pode ser usada na pratica clinica como parte do diagndstico, tanto na avaliagdo da
intensidade da atividade inflamatéria como na classificacido de doencgas inflamatdrias das nao-
inflamatorias.

Este mesmo autor sugere a utilizacdo da relacio PCR/AIb para reconhecimento do
grau de inflamagdo dos pacientes com DII. Por ser um método simples e de baixo custo, esse
indice pode ser utilizado em substituicdo ao Indice de Prognéstico Inflamatério e Nutricional
(IPIN), proposto por Ingenbleek e Carpentier (1985).

No presente estudo, a relagio PCR/AIb pdde identificar um maior percentual de
pacientes com risco de complicacgdes infecciosas e inflamatérias (76,9%). A relacdo ainda foi
inversamente significante para o tempo da doenca e diretamente para o VHS.

Nio hd estudos disponiveis na literatura que fizeram uso da relagio PCR/AIb em
pacientes com DC. Entretanto, sugere-se que o diagnéstico mais recente da DC pode estar
associado a um maior perfil inflamatdério da DC por menor controle clinico. Além disso, tais
mecanismos inflamatdrios ainda podem elevar o VHS, refletindo o aumento de proteinas de
fase aguda positiva, como a PCR (ROSA NETO; CARVALHO, 2009; CABRAL; ABBY,
2012), que também estava elevada na maior parte dos pacientes avaliados neste estudo.

Algumas limitacdes referentes a presente investigacio merecem ser destacadas, como
o delineamento do estudo, que ndo permite validar associagdo causal; o ndmero reduzido de

participantes e a falta de um grupo controle. Apesar disso, este estudo permitiu uma anélise do
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perfil epidemioldgico e clinico-laboratorial dos pacientes atendidos no ambulatério de um
hospital universitdrio local, fato que auxilia na decisdo de condutas clinicas mais voltadas a
realidade dos pacientes atendidos.

Em sintese, os pacientes ambulatoriais com DC atendidos em hospital universitario do
Recife apresentaram caracteristicas semelhantes as ja constatadas pela literatura nacional nos
individuos com DII. No entanto, chama-se atencio para o perfil inflamatério dos pacientes
analisados, que apesar de estarem em remissdo da DC, ainda assim apresentaram risco de
complicagdes infecciosas e inflamatdrias, segundo a relagdio PCR/Alb, fato que incentiva o

uso da relacdo no acompanhamento clinico de tais pacientes.

EPIDEMIOLOGICAL AND LABORATORY PROFILE OF OUTPATIENTS WITH
DIFFERENT CLINICAL FORMS OF CROHN’S DISEASE: CASE SERIES FROM A
REGIONAL HOSPITAL AT NORTHEAST OF BRAZIL

ABSTRACT

In order to characterize the epidemiological and laboratory profile of patients with Crohn's
disease (CD), this case-series was conducted, involving 26 patients treated at Hospital das
Clinicas, Federal University of Pernambuco. Epidemiological, clinical and biochemical data
were collected, including the C-Reactive Protein (CRP)/Albumin ratio. The sample had mean
age of 41.3 = 13.2 years and 100.0% were in remission of CD. CRP/Albumin ratio was
elevated in 76.9% of the patients, especially in those with shorter duration of CD and higher
values of erythrocyte sedimentation rate (p<0.05). The patients of this study showed typical
characteristics of CD and high CRP/Albumin ratio.

Keywords: Crohn’s disease. Health Profile. Albumins.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos aos pacientes e suas familias, cuja colaboragdo e compreensio fizeram
este trabalho possivel. Esta pesquisa foi apoiada pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Brasil. Também agradecemos ao Departamento de
Gastroenterologia do Hospital Universitdrio da Universidade Federal de Pernambuco, onde

foram realizados os experimentos.

REFERENCIAS

ALMEIDA, S. et al. Diferentes subtipos clinicopatolégicos da Doenga de Crohn podem ser definidos
por variantes dos genes NOD2/CARDI15 e TNF alfa. Jornal Portugués de Gastrenterologia, v. 11,
p.302-310, 2004.

Rev. Satide Publ. Santa Cat., Florianépolis, v. 9, n. 2, p. 27-42, maio/ago. 2016.

69



40

ANDRADE, M. L. S. et al. Excessive weight — muscle depletion paradox and cardiovascular risk
factors in outpatients with inflammatory bowel disease. Arquivos de Gastroenterologia, Sao Paulo,
v.52,n. 1, p.37-45, 2015.

BERTOLOTE, J. M. Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas. Glossario de alcool e drogas. 2.
ed. Brasilia: Ministério da Saide, 2010.

BRASIL. Ministério da Satde. Instituto Nacional de Cancer (INCA). Organizacao Pan Americana de
Saide (OPAS). Pesquisa especial de tabagismo - PETab: relatério Brasil. Rio de Janeiro: INCA,
2011,

CABRAL, M. G.; ABBY, F. Diagnostico das doencas inflamatdrias intestinais. Revista Hospital
Universitario Pedro Ernesto, v. 11, n. 4, p. 17-21, 2012.

CABRAL, V. L. R; CARVALHO, L.; MISZPUTEN, S. J. Importiancia da albumina sérica na
avaliacdo nutricional e de atividade inflamatdria em pacientes com Doenca de Crohn. Arquivos de
Gastroenterologia, Sao Paulo, v. 38, p. 104-108, 2001.

CASTELL, J. V. et al. Acute—phase response of human hepatocytes: regulation of acute-phase protein
synthesis by interleukin—6. Hepatology, v. 12, p. 1179-86, 1990.

CORREA, C. R. et al. Comparacio entre a relacio PCR/albumina e o indice prognéstico inflamatério
nutricional (IPIN). Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, Rio de Janeiro, v. 38, n.
3, p- 183-190, 2002.

ELIA, P. P. et al. Andlise descritiva dos perfis social, clinico, laboratorial e antropométrico de
pacientes com Doencas Inflamatdrias Intestinais, internados no Hospital Universitario Clementino
Grafa Filho, Rio de Janeiro. Arquivos de Gastroenterologia, Sdo Paulo, v. 44, n. 4, p. 332-339, 2007.

ESCOTT, G. M. et al. Prevaléncia de anemia nas doengas inflamatdrias intestinais. Ciéncia em
Movimento, Porto Alegre, v.11, n.1, p.75-80, 2009.

FLORA, A. P. L.; DICHI, I. Aspectos atuais na terapia nutricional da doenga inflamatéria intestinal.
Revista Brasileira de Nutricio Clinica, Sio Paulo, v. 21, n. 2, p. 131-137, 2006.

HARTMANN, C.; ELIAKIM, R.; SHAMIR, R. Nutritional status and nutritional therapy in
inflammatory bowel diseases. World Journal of Gastroenterology, v. 15, n. 21, p. 2570-78, 20009.

INGENBLEEK, Y.; CARPENTIER, Y. A. A prognostic inflammatory and nutritional index scoring
critically ill patients. International Journal for Vitamin and Nutrition Research, v. 55, p. 91-101,
1985,

ISKANDAR, H. N.; CIORBA, M. A. Biomarkers in inflammatory bowel disease: current practices
and recent advances. Translational Research, v. 159, n. 4, p. 313-325, 2012,

GARIBALLA, S.; FORSTER, S. Effects of acute-phase response on nutritional status and clinical
outcome of hospitalized patients. Nutrition, v. 22, n. 7-8, p. 750-57, 2006.

GASCHE, C. et al. A simple classification of Crohn's disease: report of the Working Party for the
World Congresses of Gastroenterology, Vienna 1998. Inflammatory Bowel Diseases, v. 6, p. 8, 2000.

GRIFFITHS, A. M. Specificities of inflammatory bowel disease in childhood. Best Practice &
Research Clinical Gastroenterology, v. 18, p. 509-523, 2004.

Rev. Satide Publ. Santa Cat., Florianépolis, v. 9, n. 2, p. 27-42, maio/ago. 2016.

70



71

41

GOH, J.; OMORAIN, C. A. Review article: nutrition and adult inflammatory bowel disease.
Alimentary Pharmacology & Therapeutics, v. 17, n. 3, p. 307-320, 2003.

GUAGNOZZI, D. et al. Nutritional treatment in inflammatory bowel disease. An update. Revista
Espaiiola de Enfermedades Digestivas, v. 104, n. 9, p. 479-88, 2012.

GUIMARAES, L. P. M.; YOSHIDA, E. M. P. Doenga de Crohn e Retocolite Ulcerativa Inespecifica:
Alexitimia e adaptacdo. Psicologia: Teoria e Pratica, Sdo Paulo, v. 10, p. 52-63, 2008.

JEWEL, D. P. Ulcerative Colitis. In: Feldman, M.; Scharscbmidt, B. F.; Sleisenger, M. H.;
Sleisenger&Fordtrans’s gastrointestinal and liver disease. Gastroenterology, v. 130, p. 1039-1045,
2006.

KEYASHIAN, K. et al. Management of inflammatory bowel disease: past, present and future. Expert
Review of Clinical Immunology, v. 8, n. 4, p. 303-5, 2012.

LAASS, M. W.; ROGGENBUCK, D.; CONRAD, K. Diagnosis and classification of Crohn's disease.
Autoimmunity Reviews, v.13, n.4-5, p.467-71, 2014. doi: 10.1016/j.autrev.2014.01.029.

LENNARD-JONES, J. E. Classification of inflammatory bowel disease. Scandinavian Journal
Gastroenterology Supplements, v. 170, supl. 2, 1989.

LOCHS, H. et al. ESPEN Guidelines on Enteral Nutrition: Gastroenterology. Clinical Nutrition, v.
25, p. 260-274, 2006.

LOFTUS, E. V. Clinical epidemiology of inflammatory bowel disease: Incidence, prevalence, and
environmental influences. Gastroenterology, v. 126, p. 1504—-17, 2004.

LOHMAN, T. G.; ROCHE, A. F.; MARTORELL, R. Anthropometric standardization reference
manual. Champaign: Human Kinetics Books, 1991.

NGUYEN, G. C.; STEINHART, A. H. Nationwide patterns of hospitalizations to centers with high
volume of admissions for inflammatory bowel disease and their impact on mortality. Inflammatory
Bowel Diseases, v.14, p.1688-94, 2008.

NIV, Y.; ABIKSIS, G.; FRASER, G. M. Epidemiology of Crohn’s disease in Israel: a survey of Israeli
kibbutz settlements. The American Journal of Gastroenterology, v.94, p.2961-5, 1999.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS. Department of Mental Health and Substance
Abuse.Global status report on alcohol and health. Geneva: World Health Organization. 2011.

. Obesity: preventing and managing the global epidemic of obesity: report of a WHO
consultation on obesity. Geneva: World Health Organization. 1998.

PELA, E. C. B. Estresse ¢ modos de enfrentamento em portadores de doencas inflamatérias
intestinais. Disserta¢do de Mestrado. 2007.

ROSA NETO, N. S.;CARVALHO, J. F.O uso de provas de atividade inflamatéria em
reumatologia. Revista Brasileira de Reumatologia, v. 49, n. 4, p. 413-30, 2009.

RUSSEL, M. G.; STOCKBRUGGER, R.W. Epidemiology of inflammatory bowel disease, an update.
Scandinavian Journal of Gastroenterology, v. 31, p. 417-27, 1996.

Rev. Satide Publ. Santa Cat., Florianépolis, v. 9, n. 2, p. 27-42, maio/ago. 2016.



42

SALVIANO, F. N.: BURGOS, M. G. P. A.;: SANTOS, E. C. Perfil socioeconémico e nutricional de
pacientes com Doenca Inflamatdria Intestinal internados em um hospital universitario. Arquivos de
Gastroenterologia, Sao Paulo, v, 44, n. 2, p. 99-106, 2007,

SAUER, C. G.; KUGATHASA, S. Pediatric inflammatory bowel disease: highlighting pediatric
differences in IBD. Gastroenterology Clinics of North America, v. 38, p. 611-628, 2009.

SAWCZENKO, A.; SANDHU, B. Presenting features of inflammatory bowel diseases in children.
Archives of Disease Childhood, v. 88, p. 995-1000, 2003.

SILVA, A. F. et al. Relac@o entre estado nutricional e atividade inflamatdéria em pacientes com
Doenca Inflamatéria Intestinal. Arquivos Brasileiros de Cirurgia Digestiva, Sao Paulo, v. 23, n. 3, p.
154-158, 2010.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE COLOPROCTOLOGIA, Colégio Brasileiro de Cirurgia Digestiva,
Sociedade Brasileira de Patologia, Colégio Brasileiro de Radiologia. Intestinal Crohn's
disease: management. Revista da Associacio Médica Brasileira, Sdo Paulo, v. 57, n. 1, p. 10-13,
2011.

STEED, H.; WALSH, S.; REYNOLDS, N. A brief report of the epidemiology of obesity in the
inflammatory bowel disease population of Tayside, Scotland. Obesity Facts, v. 2, n. 6, p. 370-372,
2009.

SOON, L. S. et al. The relationship between urban environment and the inflammatory bowel diseases:
a systematic review and meta-analysis. BMC Gastroenterology, v. 12, p. 51, 2012.

VAN LIMBERGEN, J. et al. Definition of phenotypic characteristics of childhood-onset inflammatory
bowel disease. Gastroenterology, v. 135, p. 1114-22, 2008.

VERNIER-MASSOUILLE, G.; BALDE, M.; SALLERON, J. Natural history of pediatric Crohn’s
disease. A population-based cohort study. Gastroenterology, v. 135, p. 110613, 2008.

Submetido em: 25/05/2016
Aceito para publicagcdo em: 20/08/2016

Rev. Satide Publ. Santa Cat., Florianépolis, v. 9, n. 2, p. 27-42, maio/ago. 2016.

12



ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité e Frica vm Pesquixa
Of. N*. 316/2010 - CEP/CCS Recko, 10 de novembro de 2010

Registro do SISNEP FR — 348673

CAAE - 0223.0.172.000-10

Rogistro CEPICCSIUFPE N* 22210

Tt Andilse do polimorfismo génico em diferontes formas andtomo-clinicas da Doenga de
Crohn.

Pesquisador Responsdvel: Wagner Neves Famandes
Sentoris) Pesqusadona).

Informamos que o Comité de Blica em Pesguisa Envolvendo Serss Humsnos do Centro de
Cidncias ds Salde da Universdade Federal de Permambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de

ao0rdo com B Resolucao N° 19598 do Canselho Naclonal de Salde, o proloccio de pesquisa em
epigrafe, iberando-o para inicio da culeta de dados em 18 de novembeo 2010,

Ressaltamas que @ aprovagho definttiva do projeto zerd dads apds a entrega do peiatdein fingl,
CONfONMe as seguintes ordentaples:

73



