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RESUMO

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) incluem a doenca de Crohn (DC) e a
retocolite ulcerativa (RCU). S&o condi¢des de etiologia inespecifica, porém acredita-
se que fatores ambientais, imunoldgicos e inflamatérios desempenhem um papel
importante em sua patogénese. Além disso, um dos principais fatores de risco
associados a patogenia das DIl sdo os microrganismos. O presente trabalho teve
como objetivo realizar o estudo histopatolégico e avaliagdo de compostos bioativos
frente a isolados de leveduras do género Candida obtidos de pacientes com DlII
tratados no Hospital das Clinicas de Pernambuco HC — UFPE. Dos 129 pacientes
avaliados, sendo 34,10% dos casos de DC, 63,56% de RCU e 2,32% de colite
indeterminada. A faixa de idade mais acometida pelas DIl entre os pacientes foi de
46-65 anos (36,43%). A Mesorregido Metropolitana do Recife apresentou-se como a
principal zona residencial dos acometidos, com 59% dos casos. O principal farmaco
utilizado para o tratamento das DIl foi a Mesalazina, com 29,45% dos casos. Foram
estudados 63 pacientes para a pesquisa de candidiase associada a DII. Cinco (5)
pacientes portadores de DC e RCU apresentaram candidiase confirmada. Os isolados
foram identificados como sendo duas cepas de Candida albicans, duas cepas de C.
glabrata e uma cepa de C. lusitaniae, e demonstraram alta capacidade de producao
de biofime. Em relacdo ao perfil de sensibilidade frente aos antifUngicos
convencionais e a miltefosina, as leveduras apresentaram concentracdes inibitérias
minimas para a miltefosina menores ou iguais quando comparadas a Anfotericina B.
A maior parte dos isolados também apresentou sensibilidade frente as
equinocandinas. J4 as cepas de C. glabrata apresentaram resisténcia a caspofungina.
As andlises histopatolégicas dos tecidos obtidos dos pacientes com DIl apresentaram
morfologia com criptas irregulares, fissuras epiteliais, formacdo de granuloma e
infiltrado inflamatério. Também foi detectada nesses pacientes uma maior expressao
de calprotectina e ADAM10 nos tecidos avaliados através de
imunoquimioluminescéncia. Este trabalho ratifica a relevancia de estudos que visam
investigar a associacao das DIl com infec¢des microbianas, além da necessidade em
identificar novos biomarcadores para o diagnéstico da doenca, auxiliando no

tratamento e melhor qualidade de vida para os acometidos.

Palavras-chave: Donga de Crohn. Epidemiologia. Imunoquimioluminescéncia.

Miltefosina. Retocolite ulcerativa.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) include Crohn's disease (DC) and ulcerative colitis
(UC). These conditions are non-specific etiology, but it is believed that environmental,
immunological and inflammatory factors play an important role in their pathogenesis.
In addition, one of the main risk factors associated with IBD pathogenesis are
microorganisms. The present study aimed performing the histopathological study and
evaluation of bioactive compounds against yeasts Candida genus obtained from
patients with IBD and treated at Hospital das Clinicas de Pernambuco HC - UFPE.
Among the 129 patients evaluated, 34.10% of CD cases, 63.56% of UC and 2.32% of
undetermined colitis cases. The most affected age range by IBD was 46-65 years
(36.43%). The Metropolitan Meso-Region of Recife was the main residential area of
the affected, with 59% of the cases. The major drug used for IBD treatment was
mesalazine, with 29.45% of the cases. A total of 63 patients were studied for the
investigation of candidiasis associated with IBD. Five (5) patients with CD and UC had
confirmed candidiasis. The isolates were identified as two Candida albicans strains,
two C. glabrata strains and one C. lusitaniae strain, which demonstrated high biofilm
production capacity. In relation to conventional antifungals and miltefosine sensitivity
profile, yeasts showed minimal inhibitory concentrations for miltefosine, which were
smaller or equal when compared to Amphotericin B. Most of isolates also showed
sensitivity to echinocandins. On the other hand, C. glabrata strains demonstrated
resistance to caspofungin. Histopathological analyzes of the tissues obtained from
patients with IBD presented morphology with irregular crypts, epithelial fissures,
granuloma formation and inflammatory infiltrate. In these patients, a higher expression
of calprotectin and ADAM10 were also detected in the tissues evaluated by
immunochemiluminescence. This work ratifies the importance of studies aimed at
investigating the association of IBD with microbial infections, as well as the need to
identify new biomarkers for the diagnosis, assisting the treatment and improving life

quality for the patients.

Keywords: Crohn’s disease. Epidemiology. Immunochemiluminescence. Miltefosine.

Ulcerative colitis.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DIll) sdo doencas de etiologia
desconhecida, que envolvem uma resposta patolégica da imunidade inata e adquirida,
levando & inflamag&o cronica do trato gastrintestinal (GISBERT; MARIN; CHAPARRO,
2016). Os principais disturbios que compreendem as DIl sdo a doenc¢a de Crohn (DC)
e a retocolite ulcerativa (RCU). Ambas apresentam remissao frequente e geram sérias
complica¢gBes gastrointestinais levando por vezes o paciente a internacdo (OLIVEIRA
et al., 2018).

Nas ultimas décadas, a prevaléncia de DIl na América Latina, incluindo o Brasil,
tem aumentado. O pico de incidéncia da doenca ocorre em pacientes jovens, entre 20
e 40 anos, que consequentemente se ausentam do trabalho, causando impactos
socioeconémicos. Uma recente revisdo investigou os numeros de DIl na Europa e
apontou para custos indiretos que variam de 6.704 a 8.973€ por ano (KAWALEC et
al., 2015). De acordo com a Crohn’s & Colitis Foundation of America a carga financeira
anual total da DIl nos EUA é de U$ 14,6-31,6 bilhdes (CCFA, 2018). No Brasil, um
estudo de 2017 revelou que o INSS (Instituto Nacional do Seguro Social) gasta cerca
de R$ 66 milhdes anualmente com licencas médicas por DC e RCU no pais (FROES
et al., 2018).

Embora a doenca inflamatoéria intestinal seja idiopatica, é sabido que as causas
estdo relacionadas a uma interacdo entre genes, 0 sistema imunolégico e fatores
ambientais (KUMAR et al., 2010). Um dos elementos que merecem destaque nas
causas das DIl sdo os agentes infecciosos. Microrganismos como Campylobacter,
Salmonella, Shiguela, Listeria monocytogenes, Mycobacterium paratuberculosis
Citomegalovirus, Helycobacter pylori, Clostridium difficile e Saccharomyces cerevisiae
tém sido relatados em pacientes (VAN KRUININGEN et al., 2007; MARTINELLI, 2013;
GOMES, 2014; SANTOS, 2016). Aléem disso, mudangas na microbiota natural e
resposta imunologica exacerbada contra microrganismos comensais também podem
ser observadas (KUMAR et al., 2010; LONGO; FAUCI, 2015).

Fungos do género Candida sdo leveduras comensais e benignas, encontradas
em varios sitios corporeos em seres humanos como boca, pele e trato gastrointestinal.
Normalmente ndo causam doencas em individuos saudaveis. No entanto, algumas

espécies de Candida como por exemplo C. albicans podem causar infec¢des na pele,
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membranas ou mucosas e podem se disseminar rapidamente, sendo mais
susceptiveis individuos portadores de diabetes ou com queimaduras superficiais,
pacientes com cateter e imunossuprimidos (KUMAR et al, 2010). A candidiase nao
tratada pode se disseminar via corrente sanguinea em pacientes imunossuprimidos
ou imunodeficientes podendo causar choque séptico, evoluindo para 6bito (SIMOES,
2018).

Alguns estudos observaram que pacientes com DC possuem duas vezes mais
leveduras como C. albicans no trato gastrointestinal que individuos saudaveis
(CARRIERE, 2014; CAMMAROTA et al., 2015). Esta desregulacdo na microbiota
intestinal pode favorecer o crescimento descontrolado da populacéo de leveduras do

género Candida, causando infecgdes intestinais (HOLD et al., 2014).

Nos ultimos anos, o uso indiscriminado de antifingicos combinados com terapia
empirica tem sido um dos principais fatores para o desenvolvimento de resisténcia de
leveduras do género Candida aos medicamentos utilizados na préatica clinica (AVILA
et al., 2016). Essa resisténcia aos farmacos convencionais e a quantidade de efeitos
adversos associados (como anemia, doencgas hepaticas e renais, dentre outros) tém
alimentado a procura por novas moléculas candidatas a antifangicos, a fim de
melhorar a qualidade de vida dos pacientes portadores de micoses oportunistas
(MOREIRA et al., 2017).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a incidéncia
de candidiase em pacientes portadores de DIl do Hospital das Clinicas — UFPE,
avaliar seu perfil histopatologico e o perfil de sensibilidade das leveduras isoladas

frente a drogas antifungicas in vitro.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos gerais
Verificar a ocorréncia de candidiase em pacientes portadores de Doencas
Inflamatérias Intestinais avaliando seu perfil histopatolégico, bem como, o perfil de
sensibilidade das leveduras isoladas frente a compostos bioativos com potencial

antifangico in vitro.
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1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar o perfil epidemiolégico dos pacientes portadores de DIl atendidos no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco;

Realizar diagndstico micoldgico a partir das amostras clinicas obtidas;
Identificar os isolados obtidos atravées de técnica automatizada de
espectrometria de massas MALDI — TOF/MS e através de biologia molecular;
Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima dos antifingicos utilizados na
pratica clinica e da Miltefosina frente aos isolados obtidos utilizando testes de
sensibilidade antifungica;

Avaliar a capacidade de producéo de biofilme das leveduras obtidas;

Realizar estudo histopatolégico das amostras coletadas;

Detectar através de imunoquimioluminescéncia a presenca de ADAM-10 e

Calprotectina nas biépsias obtidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS (DII)
Se caracteriza como Doencas Inflamatorias Intestinais (DII) a Doenca de Crohn
(DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). Sdo doencas imunomediadas que apresentam
Curso remissivo e sao responsaveis por gerar complicacdes mais exacerbadas em
problemas gastrointestinais, por vezes, tornando necesséario a internagdo dos
pacientes (OLIVEIRA et al.,, 2018). A distingdo entre a DC e RCU baseia-se
normalmente na distribuicdo do local afetado. Na figura 1 estédo sintetizadas algumas

caracteristicas encontradas em ambas as patologias.

Figura 1 — Caracteristicas que diferem Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa

Caracteristicas Doenca de Crohn Colite Ulcerativa
MACROSCOPICA
Regido intestinal fleo + célon Somente cdélon
Distribuicdo Lesdes em salto Difusa
Estenose Sim Rara
Aparéncia da parede Espessa Fina
MICROSCOPICA
Inflamacao Transmural Limitada &8 mucosa
I?seudopélipos Moderados Marcada
Ulceras Profundas, tipo Superficial, base
“lamina” ampla
Reacao linfoide Marcada Moderada
Fibrose Marcada Nenhuma ou leve
Serosite Marcada Nenhuma ou leve
Granulomas Sim (~35%) Nao
Fistulas/Seios Sim N3o
CLINICA
Fistula perianal Sim (na doenca N3o
colénica)
M2& absorcdo de Sim N3o
gordura/vitamina
Potencial maligno Com envolvimento  Sim
coldénico
Recorréncia apés a Comum Nao
cirurgia
Megacdion téxico N&o Sim
Observacao: todas as caractaristicas poderm nac estar presentes am um unico caso.

Fonte: KUMAR et al. (2010).

2.1.1Doenca de Crohn
A doenca de Crohn foi relatada inicialmente no ano de 1932 por Burril B. Crohn,
que a descreveu como uma doenca com acometimento inflamatério crénico no

intestino delgado que ocasionava um processo de fibrose na parede do intestino
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levando a outras complicacbes (STEVENS; LOWE, 2002). Samuel Wilks foi o
responsavel por reconhecer a Retocolite Ulcerativa no ano de 1859, ap6s uma
autopsia, avaliando o comprometimento da mucosa do célon (COWARD; KAPLAN,
2017).

Figura 2 — Localizacdo anatdmica das lesGes na doenca de Crohn

.
' Normal

Fonte: Athersys Incorporation (http://www.athersys.com/inflammatory-bowel-disease).

Na Doenca de Crohn a inflamacéo pode ocorrer em todo trato gastrointestinal.
Em cerca de 40% dos pacientes o acometimento se resume ao intestino delgado, de
40% a 55% apresentam acometimento nos intestinos delgado e grosso e cerca de
15% a 25% apenas colite. Diferentemente da RCU na DC a porg¢éao retal quase nunca
€ acometida. Na DC ocorre inflamacéo focal, espessamento da parede intestinal com

formacao de fibrose, por vezes, apresentando fistulas (LONGO; FAUCI, 2015).

Histologicamente a DC apresenta ulceracfes aftéides, abscessos das criptas
com agregacao de macrofagos que formam granulomas. Estes granulomas podem
ser encontrados em no figado, péncreas, linfonodos e mesentério. Possui outras
caracteristicas histolégicas como agregados linfoides submucosos ou subserosos,
inflamacédo transmural e fissuras na parede intestinal. (LONGO; FAUCI, 2015;
CARDOSO, 2016).
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2.1.2 Retocolite Ulcerativa

A Retocolite Ulcerativa € limitada a acometer a mucosa do célon a partir da
porcao distal do reto podendo acometer todo o intestino grosso, fendmeno conhecido
como pancolite. O acometimento intestinal se da de forma continua com diferenciacéo

das areas inflamadas em relacdo as areas saudaveis proximas (QUILICI et al., 2010).

Figura 3 — Localizacdo anatdmica das lesBes na retocolite ulcerativa

Retocolite
Ulcerativa

Fonte: Athersys Incorporation (http://www.athersys.com/inflammatory-bowel-disease).

A RCU apresenta alguns aspectos macroscopicos como eritemas
apresentando superficie ligeiramente granular, se a inflamacao for leve. No caso de
inflamacdo mais grave, pode apresentar mucosa hemorragica, ulcerada e
edemaciada, podendo apresentar também, a presenca de pseudopoélipos como
resultado da regeneracao epitelial (LONGO; FAUCI, 2015; CARDOSO, 2016).

Microscopicamente, o processo inflamatorio fica limitado a mucosa e
submucosa sem acometimento de regibes mais profundas, exceto na doenca
fulminante. Apresentam criptas com arquiteturas distorcidas e na maioria das vezes
apresentam espacos vazios entre as bases das criptas e a regido muscular da
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mucosa. Os neutrofilos por vezes invadem o epitélio dando origem a uma inflamacéo
nas criptas podendo evoluir para abscessos (KUMAR et al., 2010; LONGO; FAUCI,
2015).

Figura 4 — Cortes histologicos da Retocolite Ulcerativa e Doenca de Crohn. A: Vista com ampliagdo
média da mucosa colénica na Retocolite Ulcerativa, mostrando inflamacdo mista difusa,
linfoplasmocitose basal, atrofia das criptas, e irregularidade com eroséo superficial. B: Vista com
ampliagdo média da colite na Doenga de Crohn, mostrando inflamag&o mista e crfnica, atrofia das
criptas, e pequenos granulomas epitelidides da mucosa.
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Fonte: LONGO; FAUCI (2015).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

De acordo com estudos, tem sido observada uma prevaléncia de DIl em
pacientes de raca branca, com picos entre 20 e 40 anos e um segundo pico apés 0s
55 anos (ARANTES et al., 2017). Segundo a World Gastroenterology Organization
Practice Guidelines (WGO) (2015) um estudo de revisao foi publicado baseado em
estudos de populagdes com DIl da Europa, Asia, Oriente Médio e América do Norte
comunicando os respectivos valores de incidéncia e prevaléncia nestas regides,
apresentando aumento estatisticamente significativo dessas comorbidades.

A relacdo entre homens e mulheres paraa RCU éde 1:1 eparaaDCde 1,1a
1,8:1. As populacgdes judaicas tém uma frequéncia de duas a quatro vezes maiores
de serem acometidas por DC e RCU. As areas urbanas apresentam maior prevaléncia
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de DIl que as éareas rurais, e as classes socioeconfmicas mais elevadas apresentam

prevaléncia mais alta que as classes socioeconémicas mais baixas.

A incidéncia de DC na América do Sul vai de 1-3 casos a cada 100.000
habitantes subindo para 3-4 em 100.000 habitantes em areas urbanas do Brasil
(VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009). Existem poucas informacdes epidemiolégicas
sobre pacientes com DIl em paises em desenvolvimento como o Brasil. Porém, varios
estudos tém mostrado um aumento da prevaléncia e incidéncia das DIl ao longo dos
anos em varios paises no mundo sugerindo a globalizacdo das doencas (WGO, 2015).

Acredita-se que os numeros superiores de incidéncia em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento esteja diretamente relacionado com a “hipétese da higiene”
gue defende a ideia de que pessoas menos expostas a infeccbes durante a vida nao
adquirem microrganismos que promovem um melhor desenvolvimento das células do
sistema imunoldgico, produzindo uma resposta ineficiente. Estas pessoas sdo mais
susceptiveis a doencas crbnicas de carater imunoldgico, dentre estas, as DIl (SOOD
et al., 2014).

Figura 5 — Epidemiologia das Doencgas Inflamatdrias Intestinais

Colite ulcerativa Doenga de Crohn

Incidéncia (América do 2,2 2 14,3/100.000 3,1a14,6/100.000
Norte) por pessoas-ano

Idade por ocasiao do 15a30e60a80 15a30e60a80
inicio
Etnia Judeu > branco nao judeu > afro-americano >
hispanico > asiatico
Relacao 1:1 1,1a18:1
homens:mulheres
Fumo Pode prevenir a Pode causar a doenga
doenca
Contraceptivos orais Nenhum aumento Relagao de
do risco probabilidade de 1,4
Apendicectomia Protetora Nao é protetor
Gémeos monozigotos 6% de concordancia  58% de concordancia
Gémeos dizigotos 0% de concordancia 4% de concordancia

Fonte: LONGO; FAUCI (2015).

2.3IMUNOLOGIA DAS DIl
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Nas DIl ocorre inflamagéo cronica em toda a mucosa intestinal de causa
multifatorial incluindo fatores ambientais, imunoldgicos e genéticos com mecanismos
nao estabelecidos completamente (GREGORY et al., 2017).

Pressupde-se que individuos com fatores genéticos predisponentes
associados a alguns fatores ambientais promovem uma resposta imune
descontrolada, responsavel por uma inflamacdo cronica no intestino. Nestes
pacientes, também, €& observada perda da tolerdncia aos microrganismos da
microbiota intestinal natural (CARVALHO, 2017).

A principal causa da inflamacao nas doencas inflamatdrias intestinais parece
ser uma resposta exacerbada de linfocitos T auxiliares frente a um patdgeno. Estas
células podem ser de trés tipos, e todos os trés tipos estao associados com as DII. Na
DC prevalece a resposta do tipo Thl, aumentando a liberacdo de INF-y, porém,
resposta do tipo Th17, também ja foi descrita, células que secretam IL-17. Na RCU a
resposta prevalente é a do tipo Th2 que secretam citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, embora
respostas Th1l7 tem sido observadas, em menor nimero que na DC (KUMAR et al.,
2010).

Figura 6 — Um modelo de patogenia da DIl. Aspectos da doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa
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Fonte: KUMAR et al. (2010).

2.4 ASPECTOS GENETICOS OBSERVADOS EM DIl
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Estudos genéticos tém identificado varios genes relacionados as DIl. Quase
todos os genes identificados até agora, apresentam risco absoluto baixo, porém, faz-
se necessario suas respectivas identificacdes a fim de produzir futuros marcadores

para diagnodstico ou novos alvos terapéuticos (WGO, 2015).

A descoberta de genes como NOD2/CARD15 (nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 2) ou (caspase recruitment domain-
containing protein 15) ajudaram a elucidar a fisiopatologia das DIl que deixaram de
ser consideradas doencas autoimunes e passaram a ser consideradas doencas de
desregulacdes imunoldgicas (CORRIDONI; ARSENEAU; COMINELLI, 2014).

Este gene é responsavel pela codificacdo de um receptor intracelular que
reconhece constituintes da parede celular de bactérias. Quando ha mutacdo do
NOD2/CARD15 ha uma diminuicdo na capacidade do sistema imunoldgico de
reconhecer antigenos bacterianos aumentando a susceptibilidade do individuo
desenvolver DC (HOLD et al., 2014).

Ja foram descritas mutacdes do gene (ATG16L1, autophagy related protein
16-like 1) e IRGM (immunity-related GTPase family M protein) em pacientes
portadores de DC. Estes genes estéo relacionados com o reconhecimento e resposta
contra patdgenos e corroboram a teoria de que as respostas imunolégicas
desreguladas a patdgenos intestinais sdo um importante componente da patogenia
da DIl (KUMAR et al., 2010; LONGO; FAUCI, 2015).

Mutacdes em outros genes também ja foram descritas em pacientes com DC
como o ULK1 (unc-51 like autophagy activating kinase 1), LRRK2 (leucine-rich repeat
kinase 2) e PTPN2 (protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 2) genes
relacionados com autofagia. Nenhum destes genes esta relacionado com com a
Retocolite Ulcerativa. Porém, polimorfismos na ECM1 que € uma proteina de matriz
extracelular responsavel por inibir a metaloproteinase de matriz 9, estdo associados a
RCU, mas ndo a DC. Estudos mostram que a inibicdo da metaloproteinase de matriz
9 reduz a gravidade da colite em modelos experimentais. (KUMAR et al., 2010;
CARRIERE, 2014).

2.5 SINTOMAS E COMPLICACOES DAS DIl
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Em geral a os sintomas das DIl dependem do seguimento do trato intestinal
envolvido. A retocolite ulcerativa € limitada ao célon e ao reto e se estende apenas a
mucosa e submucosa. A doenca de Crohn (também conhecida como ileite regional)
pode acometer qualquer trecho de todo o trato gastrointestinal sendo comumente
transmural (LONGO; FAUCI, 2015).

Sao classificados como sintomas intestinais e extra intestinais. Os sintomas
intestinais mais comuns sdo diarreias muco-sanguinolentas, constipamento,
sangramento retal, dores abdominais e tenesmo. Ja 0s sintomas extra intestinais vao
de acometimentos musculo-esqueléticos (artropatias axiais ou periféricas),
acometimentos cutaneos (eritema nodoso e pioderma gangrenoso) a afeccdes

oculares e danos hepatobiliares (WGO, 2015).

As DIl em atividade e sem tratamento podem evoluir para complicacfes
intestinais e extra intestinais graves. Dentre as principais complicacdes intestinais das
DIl estdo hemorragias, perfuracdes intestinais, abcessos, estenoses e fistulas
(ISRAELI et al., 2014). Existem também risco aumentado de neoplasias em pacientes
com DIl ndo tratada. Tanto na DC como na RCU sem tratamento ha risco significativo
de evolucdo para cancer colorretal e na DC ja foi descrito evolucdo para
Adenocarcinoma de intestino delgado (NGUYEN; BRESSLER, 2012).

As complicagbes extra intestinais das DIl ocorrem em cerca de 25% dos
pacientes podendo causar complicacbes hepatobiliares, complicacdes oculares,
artropatias induzidas por drogas, insuficiéncia renal medicamentosa, anemias
carenciais, tromboembolismos, citopenia medicamentosa (tiopurinas) transtornos de

ansiedade e complicacdes 6sseas (WGO, 2015).

2.6 DIAGNOSTICO DE DIl E DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Os exames de endoscopia digestiva alta e ileocolonoscopia sao o0s
procedimentos escolhidos para diagnéstico das DIl. O histopatolégico pode facilitar a
identificacdo entre DC e RCU, porém, eventualmente podem ocorrer divergéncias
entre os achados histologicos e endoscopicos (VELOSO, 2011). Além destes, também
sdo utilizados para diagnéstico das DIl, exames de imagem como

colangiopancreatografia de ressonancia magnética (CPRM), Imagenologia transversa
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(Tomografia Computadorizada), Radiografia de térax para exclusdo de tuberculose
(LONGO; FAUCI, 2015; PAPACOSTA et al., 2017).

Testes de laboratorio também auxiliam o diagnostico das DIl. Culturas e
parasitologico de fezes séo utilizados para excluir diarreias de causas bacterianas,
virais ou parasitarias. Pesquisa de Lactoferrina e alfal antitripsina para avaliar
inflamacéo e dosagem de Calprotectina fecal, teste amplamente utilizado para medir
atividade das DIl, obtendo melhores resultados em RCU (LIN et al., 2014).

Quanto aos testes soroldgicos, os mais utilizados sdo as dosagens de
anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) e anticorpo antineutrofilico
perinuclear (p-ANCA). Algumas evidéncias indicam que a positividade nos exames de
dosagem dos anticorpos possa sugerir o fenotipo da doenca. A presenca do ASCA
esta correlacionada com o aumento de complicacfes prematuras na DC. Os testes
apresentam baixa sensibilidade e especificidade quando utilizados isoladamente,
mas, em conjunto apresentam alta sensibilidade e especificidade (NISIHARA et al.,
2010; LONGO; FAUCI, 2015; PAPACOSTA et al., 2017).

Devido a natureza complexa das DII, a falta de um exame Unico padrao ouro
para o seu diagnostico e a sintomas semelhantes a diversas outras doencas faz-se
necessario o diagnostico diferencial das DIl para exclusao de outras enfermidades do
diagndstico. Para isso recorre-se a um conjunto de informacdes para diferencia-las
das DIl (PAPACOSTA et al., 2017).
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Figura 7 — Diagndstico diferencial da Retocolite Ulcerativa e Doenca de Crohn com outras doencas.

cu DC
Principais + Colite aguda autolimitada (CAAL) <« TBC intestinal
Ll Colite amebiana « Doenga de Behget
« Esquistossomose « CU
« DC « Enteropatia por AINEs
= Cancer de colon = Sl
« Sll (se houver alteracoes « Doenga celiaca
inflamatérias, nao é Sll)
+ TBC intestinal
* Enteropatia por AINEs
Outros Colite infecciosa, colite isquémica, Colite isquémica, colite microscopica, colite
DDs colite radica, purpura de Henoch— radica, colite por derivagao diverticulite
Schénlein, colite colagenosa ou cronica e enteropatia induzida por farmaco
linfocitica, doenca de Behget, colite  (por exemplo, AINES), enterite eosinofilica,
complicada pelo VIH linfoma intestinal e cancer de cdlon

DC, doenga de Crohn; DD, diagnéstico diferencial; VIH, virus da imunodeficiéncia humana;
Sll, sindrome de intestino irritavel; AINES, anti-inflamatorios ndo esteroides; TBC,
tuberculose; CU, colite ulcerativa.

Fonte: World Gastroenterology Organization (2015).

2. 7TRATAMENTOS PARA AS DlI

O tratamento das DIl é feito a longo prazo e utiliza uma combinacdo de
medicamentos para manejo da doenca. Seus principais objetivos sdo preservacao do
funcionamento intestinal, melhora na qualidade de vida dos pacientes e prevenir
complicacBes advindas do processo inflamatério cronico. O principal alvo terapéutico
dos farmacos utilizados na pratica clinica € o controle da resposta imunoldgica
descontrolada visando interromper o processo inflamatério crénico. Sao utilizados
aminossalicilatos, antibioticos, corticosteroides, imunomoduladores, terapia biolégica
(anticorpos monoclonais) além de tratamentos ndo farmacologicos baseados na dieta
dos pacientes e procedimentos cirdrgicos (SAMUEL et al., 2012; LONGO; FAUCI,
2015; WGO, 2015; PAPACOSTA et al., 2017).

Os aminossalicilatos agem inibindo as enzimas ciclo-oxigenases (COX)
modulando o processo inflamatorio, porém, possuem uma acdo menos efetiva na fase
aguda da doenca. Os farmacos desta classe mais utilizados para tratamento das DII
séo: Sulfassalazina, Mesalazina, Olsalazina e Balsalazida, sendo a Mesalazina o
representante que apresenta melhor agao protetora contra o desenvolvimento de
displasia (BRUNTON et al., 2012; PAPACOSTA et al., 2017; LACERDA, 2018).
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Os antibioticos mais utilizados como tratamento coadjuvante para pacientes
com DIl é a ciprofloxacina e o metronidazol. O uso de antibidticos ndo pode ser maior
gue 16 semanas em consequéncia dos possiveis efeitos sistémicos ao paciente. Por
isso, ndo se utiliza antibidticos como manejo no tratamento dos portadores de DIl
(BRUNTON et al., 2012; PAPACOSTA et al., 2017).

Em relacdo aos corticosteroides, o seu uso em pacientes com DIl é muito
importante na fase aguda da doenca, agindo na reducao da inflamacédo. Porém, deve
ser evitado o0 seu uso nos tratamentos a longo prazo, pois, possuem grande nimero
de efeitos adversos como insuficiéncia adrenal, desregulacdo da glicemia, atrofia e
fragueza muscular, osteoporose e aparecimento precoce de cataratas. Os mais
utilizados séo prednisolona, budesonida e a hidrocortisona (BRUNTON et al., 2012;
LOPES, 2017).

A classe mais utilizada nos tratamentos a longo prazo sdo o0s
imunomoduladores. Os representantes dessa classe que sdo mais utilizados no
tratamento sdo Azatioprina e o Mercaptopurina. Agem inibindo a sintese de RNA e
reduzindo a atividade dos linfécitos T, B e células NK. Possuem acao lenta, podendo
ser observado melhora clinica apenas a partir de 14 semanas de uso (BRUNTON et
al., 2012; ITAGAKI et al., 2012).

Um imunomodulador bem estudado recentemente para agcao em pacientes com
DIl e o Metotrexato. Foi observado uma acao efetiva em tratamento de fase aguda da
DC e na manutencao do tratamento dos pacientes em remissdo da doenca e nos
pacientes que possuem resisténcia a Azatioprina. S&o medicamentos seguros para
uso na gestacdo, porém, apresenta efeitos adversos importantes como
hepatotoxicidade, imunossupresséao e disturbios gastrointestinais (ROUNTREE et al.,
2017; SZETO et al., 2017).

Quanto a terapia biologica, os principais representantes utilizados no Brasil sao
o Infliximab e o Adalimumab. Este tipo de farmaco é utilizado nos pacientes que néo
respondem ao tratamento convencional ou desenvolvem efeitos adversos
persistentes. Sao proteinas que agem se ligando ao TNF a, impedindo o estimulo do
sistema imunologico, o que impede a formacéo da inflamacé&o sem causar dano ao
tecido saudavel. E um tratamento muito eficiente, mas néo ¢ indicado para pacientes
com infecc¢des associadas. (SOBRADO et al., 2016; PAPACOSTA et al., 2017).
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Mais recentemente, foi inserido no tratamento de pacientes com DIl outro
representante da terapia biolégica. O Vedolizumab é um farmaco que inibe a integrina
a4p7 bloqueando a passagem dos leucécitos para o intestino, sendo um farmaco de
acao seletiva, apresenta menos efeitos adversos, mostrando que esta classe de
medicamentos séo alvos de pesquisa muito importantes para o tratamento das DIl
(PAPACOSTA et al., 2017).

2.8 MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AS DIl

Um dos fatores de risco mais importantes na etiologia e patogenia das DIl sdo
0s microrganismos. Algumas bactérias como Campylobacter, Salmonella, Shiguela,
Listeria. monocytogenes, Mycobacterium paratuberculosis, Helycobacter pylori,
Clostridium difficile, fungos como Saccharomyces cerevisiae, e virus como
Citomegalovirus e Epstein Barr tém sido estudados (VAN KRUININGEN et al., 2007,
MARTINELLI, 2013; GOMES, 2014; SANTOS, 2016). Também é observado em
pacientes com DIl, mudanc¢a da microbiota natural e resposta imunolégica exacerbada
contra microrganismos comensais como se fossem patégenos (KUMAR et al., 2010;
LONGO; FAUCI, 2015).

As informacfes sobre o papel dos fungos nas DIl sdo limitadas. Porém, sabe-
se que a diversidade fuangica é aumentada em regibes da mucosa intestinal
acometidas pelo processo inflamatério. Um recente estudo, mostrou que na regiao
inflamada do intestino de pacientes com DC foi observado o aparecimento de
infeccbes oportunistas por diversos agentes etiologicos, dentre eles, leveduroses

causadas por Candida spp. (LIN et al., 2014).

E sabido que as células intestinais possuem receptores denominado de dectina
1. Estes receptores estdo envolvidos na resposta imune inata contra 0s fungos pois
identificam a molécula 8 -1,3-glucano presente na parede celular dos fungos. Portanto,
pacientes com deficiéncia nesse receptor podem ser mais vulneraveis ao aumento da
populacdo de fungos no intestino, podendo ocasionar maior susceptibilidade ao
processo inflamatorio intestinal (ILIEV et al., 2012; SANTOS, 2016).

Além disto, existe comprovagdo de que o tratamento para DIl pode estar

relacionado com processo infeccioso por fungos nestes pacientes. Um estudo



30

identificou 281 casos de infeccao fungica invasiva relacionados com a inibicdo do
TNF-a, dos quais 226 (80%) foram associados com o infliximab, 11 (4%) com
adalimumab. Em 98% dos casos 0s pacientes estavam recebendo pelo menos outro
medicamento imunomodulador (corticosteroides, metotrexato ou tiopurinas) durante o
curso da infeccéo (TSIODRAS et al., 2008).

2.8.1 O género Candida e suarelacdo com as DIl

Leveduras do género Candida sdo comensais naturais, encontradas em varios
sitios corpdéreos em seres humanos como boca, pele e trato gastrointestinal. Algumas
espécies de Candida, podem causar infeccbes na pele, membranas ou mucosas e
podem se disseminar rapidamente, em individuos portadores de Diabetes, pacientes
com cateter e imunossuprimidos (KUMAR et al., 2010). A Candidiase nédo tratada pode
se disseminar via corrente sanguinea em pacientes imunossuprimidos ou

imunodeficientes podendo causar choque séptico (SIMOES, 2018).

Alguns estudos mostram que pacientes com DC possuem duas vezes mais
leveduras como C. albicans no trato gastrointestinal que individuos saudaveis
(CARRIERE, 2014; CAMMAROTA et al., 2015). Esta mudanca na microbiota intestinal
pode favorecer o crescimento descontrolado da populacdo de leveduras do género

Candida, podendo causar infec¢des intestinais (HOLD, 2014).

As leveduras possuem estratégias especificas para facilitar a colonizacao nos
tecidos do hospedeiro. A adesdo as células do hospedeiro, a morfogénese, a
producdo de toxinas killer e de enzimas hidroliticas extracelulares bem como a
formacdo de biofilme constitui alguns dos requisitos para o estabelecimento da
infeccdo por leveduras do género Candida (LACAZ et al., 2002; RAPALA-KOZIK et
al., 2015; SHERRY et al., 2017).

2.9RESISTENCIA ANTIFUNGICA

Os farmacos antifiungicos mais utilizados atualmente, sdo os derivados
poliénicos, os triazélicos e as equinocandinas. O representante dos derivados

poliénicos de maior importancia na terapia antifingica é a Anfotericina B. Estes
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medicamentos atuam interferindo na por¢céo ergosterol da parede celular fungica,
causando um desequilibrio eletrolitico na célula, ocasionando sua lise. Os azolicos e
triazolicos sao representantes fungistaticos de amplo espectro, que atuam inibindo a
enzima lanosina-14a-desmetilase dos fungos, responsavel pela sintese do ergosterol.
O principal representante desta classe € o Fluconazol que é o farmaco de primeira
escolha no tratamento de meningite fungica por conseguir alcancar alta concentracéo
no liquido cefalorraquidiano (BRUNTON et al., 2012; VIEIRA; DOS SANTOS, 2017).

As equinocandinas sao antifungicos administrados por via intravenosa. Sao
farmacos que possuem acdao inibidora do crescimento fungico através do bloqueio da
enzima [3-1,3-D-glucanosintase, responsavel pela sintese do (-1,3-D-glucano,
polimero importante da parede celular dos fungos. A auséncia deste polimero na
estrutura celular do fungo pode causar sua lise. Sdo farmacos com amplo espectro
contra leveduras do género Candida, possuem poucos efeitos adversos, sendo
farmacos eficientes no tratamento de leveduroses causadas por Candida (BRUNTON
et al., 2012; VIEIRA; DOS SANTOS, 2017).

As falhas na terapia antifingica podem ocorrer por varios fatores como
resisténcia in vitro (intrinseca ou desenvolvida), resisténcia clinica ou resisténcia
microbiolégica. A resisténcia microbioldgica pode ser intrinseca ou adquirida. A
intrinseca se da por resisténcia inata de determinadas espécies de microrganismos.
A adquirida ocorre em microrganismos que sofreram mutacdo e sobreviventes, apos
exposicao ao antifungico (MOREIRA et al., 2017; VIEIRA; DOS SANTOS, 2017).

Candida albicans é a espécie mais isolada em pacientes com infeccdes
hospitalares em todo o mundo. Contudo, observa-se um aumento da ocorréncia de
infeccdes por outras espécies, que sao diferentes na producéo de fatores de viruléncia
e na sensibilidade ou resisténcia aos antifungicos. Entdo, a identificacdo correta do
agente etiolégico da infeccdo bem como a avaliacdo de sua suscetibilidade a terapia
antifungica convencional pode contribuir para um tratamento mais efetivo, provocando
a reducao das taxas de morbidade e mortalidade de pacientes em nivel hospitalar
(BARBEDO; SGARBI, 2010).

O uso indiscriminado dos farmacos antifungicos e terapia empirica que
ocasiona resisténcia dos fungos ao tratamento convencional, além da resisténcia

intrinseca dos microrganismos, portanto, se faz necessario a busca de novas
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moléculas candidatas a antifungicos como forma alternativa de tratamento, a fim de

proporcionar aos pacientes, melhor qualidade de vida (MOREIRA et al., 2017).

2.10 NOVAS MOLECULAS BIOATIVAS COM ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A maioria dos tratamentos quimicos antifingicos € téxica tanto para células do
microrganismo, quanto para células humanas. A droga mais comumente utilizada para
tratar micoses sistémicas e outras infecc¢des fungicas € a anfotericina B, pois na maior
parte dos casos os fungos nao respondem bem a outros compostos. Os azo6is também
sdo amplamente utilizados, mas estes apenas inibem o crescimento microbiano.
Décadas de pesquisa farmacéutica trouxeram grandes melhorias na terapéutica de
doencas antifungicas. Quatro tipos de tratamento estao disponiveis comercialmente
para este tipo de infeccdo: polénios, azdis, equinocandinas e analogos da pirimidina
(FARUCK et al., 2016).

Embora os farmacos convencionais usados atualmente na pratica clinica sejam
eficientes no tratamento das micoses em geral, eles apresentam algumas
desvantagens em seu uso, como a necessidade do uso prolongado para garantia da
eficacia e altos efeitos téxicos, além de muitas espécies de fungos adquirirem
resisténcia aos medicamentos (LIMA et al., 2017). Este cenério tem reforcado a
pesquisa de novas moléculas candidatas a possiveis antifingicos. Algumas pesquisas
demonstram que outras drogas ja utilizadas no tratamento de doencas de etiologia
parasitaria ou bacteriana podem apresentar acao eficiente também contra fungos
(BRILHANTE et al., 2010; CORDEIRO et al., 2011).

2.10.1 Miltefosina

A miltefosina é uma molécula anfipatica, possuindo em sua regido hidrofébica
uma cadeia alquilica hexadecilica e sua regido hidrofilica € constituida por um grupo
fosfocolina. Esta molécula é um analogo da fosfocolina que foi desenvolvido a
principio para o tratamento de cancer. Posteriormente, foi observado sua acéo efetiva
contra alguns parasitas como Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. sendo aprovado

seu uso para o tratamento de leishmaniose a partir de 2002 (DORLO et al., 2012).
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Alguns estudos mostram que a miltefosina também possui acédo antiparasitaria
e antimicrobiana efetora contra Schistosoma, alguns dermatofitos, fungos
filamentosos como Aspergillus sp, Scedosporium sp., Fusarium sp. e também possui
acao contra Cryptococcus sp., Pythium insidiosum e Histoplasma capsulatum var.
capsulatum e Sporothrix spp. (WIDMER et al., 2006; TONG et al., 2007; MALAQUIAS,
2013; EL-FAHAM et al., 2017; LORETO et al., 2018).

A miltefosina tem agcéo penetrando na membrana atraves de sua regiao lipidica.
Proteinas que possuem maior grau de hidrofobicidade podem favorecer a acdo da
miltefosina levando a ruptura celular. Sendo assim, a membrana celular se apresenta
como sitio de ligac@o primario deste farmaco (MOREIRA et al., 2017). Outros dois
mecanismos de acdo propostos da miltefosina sdo por inducdo da apoptose por
inibicdo da enzima citocromo c oxidase e inibicdo da fosfolipase B, que € produzida

por diversos fungos, servindo para a sobrevivéncia dos mesmos (MALAQUIAS, 2013).

Estes mecanismos descritos estdo diretamente relacionados com o amplo
espectro de acdo da miltefosina contra fungos e parasitas, bem como, sua acgao
antitumoral. Todos o0s estudos sobre seu mecanismo de acdo indicam que este

farmaco possui varios locais de agdo molecular (DORLO et al., 2012).

Embora estudos prévios da capacidade antifungica da miltefosina ja tenha sido
realizado, nenhum estudo avaliou sua acdo contra leveduras isoladas de pacientes
com infecgdes fungicas associadas as Doencas Inflamatoérias Intestinais. Levando em
consideracdo este cenario, aliado a altos indices de resisténcia antifungica e
caracteristicas intrinsecas dos microrganismos, houve um interesse em avaliar a acao

da miltefosina frente as leveduras que foram isoladas de pacientes portadores de DII.
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3 METODOLOGIA

3.10BTENCAO DAS AMOSTRAS

As bidpsias foram obtidas de pacientes atendidos e/ou internados no Servico de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas/UFPE, de acordo com solicitagdo médica.
Os fragmentos foram encaminhados ao Laboratério de Micologia Médica da UFPE para

a realizacdo do diagnostico laboratorial micolégico.

3.2ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE), sob n°® 63952217.6.0000.5208 (Anexo I). As amostras de tecido
foram obtidas apds a anuéncia do paciente ou responsavel legal através de assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.3REALIZACAO DO DIAGNOSTICO E ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS

ApdOs a obtencdo das amostras foram preparadas laminas com adicdo de
clarificante Hidréxido de potassio (KOH) a 20% e, quando necessério, coradas com
Giemsa. Concomitantemente, as amostras clinicas serdo semeadas em duplicata na
superficie do meio agar Sabouraud (DIFCO) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol
contido em placas de Petri, mantidas a temperatura de 30° C e 37° C por até 15 dias.

Apods o surgimento das coldnias estas foram purificadas e identificadas.

Foram colocados fragmentos da colénia em &gua destilada esterilizada
adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo 0,2mL foram semeados por
esgotamento na superficie do meio agar Sabouraud com antibiético contido em placas
de Petri. Posteriormente, as colonias foram repicadas para tubos de ensaio contendo
meio especifico, de acordo com o fungo isolado, para posterior identificacdo. Apos
serem obtidas culturas puras, estas foram identificadas de acordo com as
caracteristicas macroscopicas, microscopicas e fisiologicas (BARNETT; PAYNE;
YARROW, 1990).
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3.4IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS UTILIZANDO MALDI — TOF/MS

Os isolados foram submetidos a andlise direta por espectrometria de massa
(MALDI-TOF; MALDI Autoflex Ill, BrukerDaltonics, Bremen, Germany), de acordo com
Lima-Neto et al. (2014).

O cultivo e manutencéo dos isolados de Candida ocorreram em meio Dextrose
Peptona Extrato de Levedura (YEPD). Incubacgdes foram padronizadas em 24hs e as
linhagens se desenvolveram aerobicamente a 35°C. Todas as culturas foram
analisadas antes do uso quanto a pureza e foram novamente repicadas pelo menos

uma vez antes da analise pelo MALDI-TOF MS.

Fragmentos de células (cerca de 50 ug) foram diretamente transferidos do meio
de cultura para os 48 anéis da placa. Imediatamente, foi adicionado sobre todas as
amostras de leveduras 0,5 pL de acido formico a 25% e misturado levemente com o
material biolégico. Apés a total evaporacdo do meio liquido, foi adicionado 0,5 pL da
solugdo matrix (75 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico [CHCA] em
etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de &cido trifluoroacético [TFA] sendo
levemente misturado. Cada amostra foi transferida em duplicata para se testar a
reprodutibilidade. Durante as andlises todas as solu¢bes foram preparadas e
estocadas a +5 °C (VAN VEEN; CLAAS; KUIJPER, 2010).

Os espectros para determinacao do perfil protéico dos isolados foram obtidos
atraves do laser Nd: YAG (neodymium-dopedyttriumaluminiumgarnet; Nd: Y3AI5012)
de 1064nm, onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente acima do limiar para
a producdo de ions. Um kit protéico (proteincalibrationstandart I, BrukerDaltonics,
Bilerica, MA, USA) com conhecidos valores de massa das proteinas, foi utilizado para

calibracéo.

A variacéo de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrada usando modo linear
com pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados
atraves da soma de 20 tiros de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por
amostra, levando a um total de 10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista
de picos obtidos foi exportada ao software Biotyper™ (Biotyper system, versao 3.0)

onde as identificacdes finais foram alcangadas. As identificacfes através do software
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Biotyper™ foram baseadas apenas na presenga ou auséncia de cada pico no

espectro.

3.5IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS POR BIOLOGIA MOLECULAR

A identificagdo molecular dos isolados foi realizada no Laboratorio de Biologia
Molecular do Departamento de Micologia da UFPE utilizando massa celular da cultura
com dois dias de crescimento em meio agar Sabouraud, posteriormente células foram
transferidas para microtubo de extragao contendo de tampéo de lise CTAB 2%. O tubo
foi agitado a velocidade de 5,5 m/s por 40 s para lise mecéanica das células. Em
seguida, o microtubo foi incubado em banho-maria a 65° C por 40 min e centrifugado
a 13.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo e
adicionado igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) ao sobrenadante
recuperado, homogeneizado e centrifugado novamente por 10 min. Novamente o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo e adicionado volume igual de
isopropanol gelado ao sobrenadante recuperado e mantido a -20°C por 1 h. Em
seguida o microtubo foi centrifugado por 10 min. O DNA precipitado foi lavado com

etanol 70% e acrescentados de agua Ultrapura.

A reacdo de PCR para amplificacdo do rDNA foi realizada em volume total de
50 pL, utilizando tampéo da Taq DNA polimerase 1X, 1,5 mM de MgClz; 0,4 uM de
cada primer NL1 e NL4, 0,2 mM de dNTPs, e 0,2 U de Taq DNA polimerase e 25 ng
de DNA e a amplificacdo foi conduzida em termociclador programado para uma
desnaturacao inicial de 95°C, seguida de 30 ciclos de desnaturacao 95°C; anelamento
a 62°C; extensao a 72°C e extenséo final a 72°C. O produto da PCR (fragmento de
aproximadamente 950 pb) foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% a
4V.cm-t, em tampéo de corrida TAE 1X (pH 8,0), corado com GelRed™ e o produto
de amplificacao foi purificado com GeneJet™ — PCR Purification Kit — Fermentas e foi

sequenciado no Laboratoério Central da UFPE.

Os eletroferogramas foram editados utilizando o software Staden package para
obtencdo manual da sequéncia consenso. ApOs a edicdo, a sequéncia obtida foi
utilizada para busca das mais similares depositadas no GenBank, utilizando a
ferramenta BLASTnN.
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3.6 CAPACIDADE DE PRODUCAO DE BIOFILME UTILIZANDO CRISTAL
VIOLETA

A avaliacdo da capacidade de formacéo de biofilme foi realizada utilizando o
método de Melo et al. (2011).As leveduras foram semeadas em meio de cultura agar
Sabouraud dextrose por 24h a 35°C. Apds o crescimento, o inéculo foi padronizado
em 3 mL de salina, com a turbidez na escala 4 de Mac Farland (10° células). 20uL da
suspensao foi aliquotado para cada poco da placa de poliestireno de 96 pocos, em
triplicata, contendo 180uL de caldo Sabouraud suplementado com 8% de glicose.
Apés 24h de incubacdo, o excesso de meio de cultura foi removido com pipeta
Pasteur. O biofilme foi lavado duas vezes com 200uL de tampao fosfato salina (PBS)
para remover as células plancténicas. Apds a remocao, as placas foram secas por 20
min a 35°C. Depois, 110uL de cristal violeta a 0,4% foi adicionado aos pocos por 45
min. As placas foram lavadas trés vezes com 200uL de agua ultrapura esterilizada.

Para descoloracéo foi utilizado 200uL de etanol (95%) por 45 min. Depois,
100pL da solucao foi transferida para uma nova placa e o biofilme lido por absorbancia
em leitor de microplaca no comprimento de onda de 570nm. O controle negativo foi
representado pela leitura do biofilme sem o uso do cristal violeta. A quantificacdo do

biofilme foi realizada em triplicata e o desvio padrao para cada isolado foi determinado.

3.7 TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

Os isolados clinicos de Candida obtidos a partir das biopsias foram mantidos
em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e incubados a 35°C. As suspensdes dos
isolados foram preparadas em solucéo salina, e sua densidade foi ajustada de acordo
com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um
espectrofotometro a 530 nm. O volume do inoculo foi ajustado para 5,0 mL de solucéo
salina esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracao
de 2-5x10% céls.mL!. Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de
microtitulacdo planas de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado
aos pocos com as drogas utilizadas, e as placas foram incubadas a 35 °C durante 48
horas para determinagéo da Concentracéao Inibitéria Minima (CIM) segundo protocolo
padronizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute CLSI (2008). Para determinar



38

a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) das drogas, o conteudo dos pog¢os que
mostraram 100% de inibi¢do no crescimento foi cultivado para o meio SDA em placas
de Petri. As placas foram incubadas a 35°C durante trés dias para determinar a

viabilidade fungica. A CFM foi confirmada pela auséncia de crescimento fungico.

3.8ESTUDO HISTOPATOLOGICO

As laminas para montagem histolégica foram quimicamente lavadas e
desengorduradas com solucdo detergente. Apos a limpeza, foi aplicada uma fina
camada de resina extraida das folhas de Babosa (Aloe vera) garantindo a aderéncia

e evitando o desprendimento do tecido durante os procedimentos de coloracéo.

Apds a microtomia dos blocos de parafina, os cortes histoldgicos obtidos (4 um)
foram desparafinizados, hidratados e submetidos as técnicas de coloragéo:
hematoxilina-eosina (HE), tricromico de Masson (TM), acido periodico de Shiff (PAS)
e azul de alcian (AB). Posteriormente, as laminas foram desidratadas em etanol 95%,

diafanizadas em xilol e montadas com laminula e Entellan®.

3.9ESTUDO IMUNOQUIMIOLUMINESCENTE

A conjugacédo do éster de acridina (EA) com os anticorpos foi realizada de
acordo com o protocolo de conjugacdo desenvolvido por Weeks et al (1983) e
utilizando o kit Acridinium Ester Labeling Worcksheet (Enzo Life Sciences Catalog n°.
ADI-907-001, USA). Para conjugacao foram incubados 100 uL do anticorpo anti-
calprotectina e anti-ADAM-10 com 1 pL da solugéo de éster de acridina (EA) por 1h a
25° C, sob agitacdo constante. Para separacdo do conjugado (anticorpo-EA) dos
demais constituintes (anticorpo ndo conjugado e EA-livre) a amostra foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular, por meio de uma coluna de Sephadex G-25 (10
x 1 cm) previamente incubada com tampéao fosfato sodico (PBS), pH 7,2. Durante a
eluicdo foram coletadas 15 aliquotas de 1 mL.

A quantidade de proteina das aliquotas foi determinada por avaliacdo da

densidade Optica, através da leitura da absorbancia na faixa de 280 nm, em
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espectrofotometro modelo Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosences, USA). Sendo
considerada as aliquotas com valores superiores a 50 nm. Apos a detec¢éo dos picos,
foi realizado um pool de proteinas com as fracdes conjugadas e realizada a dosagem
de proteina através do método de Lowry (CAMPOS; GUILLEN; REYES, 2011).

A quimioluminescéncia do conjugado presente nas amostras foi mensurada
pelo lumindmetro tubo Unico modulo 9200-001 (Turner BioSystems, USA). Para
desencadeamento da quimioluminescéncia é necessaria a adicdo sequencial de 50
ML de uma solugéo 0,5% H202 e 0,1 N de acido nitrico (solugéo A) a 50 pL de amostra
seguida de alcalinizagéo rapida do meio a partir da adicdo de 50uL de NaOH a 0,25
N (solucdo B). A rapida conversao de derivados de acridina em suas pseudobases
apos a alcalinizacao requer cuidado para minimizar o tempo entre a adicdo do NaOH
e a observacdo da intensidade da emissdao de quimioluminescéncia medida em

unidade de luz relativa (ULR).

Para a andlise dos tecidos, as laminas histolégicas (0,3x0,3x8x10~4 cm) foram
incubadas com 100 pL do anticorpo conjugado ao EA durante 2 horas a 4° C,
posteriormente foram lavadas em PBS (20 mergulhos durante 5 minutos) e imersas
em PBS por mais 5 minutos. Apés a lavagem a amostra tecidual foi transferida para
tubo de polipropileno (1,5 mL) com 100 pL de PBS. O estudo foi realizado em triplicata
e o0s valores de URL dos tecidos marcados foram determinados através do
lumindmetro, seguindo o mesmo protocolo utilizado na conjugacdo do anticorpo ao

EA descrito anteriormente.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

As médias foram comparadas utilizando teste t-Student e o nivel de
significAncia considerado para os valores de p foi <0.05 para avaliacdo da capacidade
de producéo de biofilme. Para os valores de deteccao de calprotectina e ADAM10 as
médias foram avaliadas utilizando teste de Tukey para avaliagéo da significancia com

valor de p <0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1ARTIGO 1 — PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE PACIENTES PORTADORES
DE DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS ATENDIDOS NO
HOSPITAL DAS CLINICAS DE PERNAMBUCO HC - UFPE.

Perfil epidemiolégico de pacientes portadores de Doencas Inflamatorias

Intestinais atendidos no Hospital das Clinicas de Pernambuco HC — UFPE.

Anthony Alves dos Santos Jinior?, Valéria Ferreira Martinelli RochaP, Humberto

Goncalves Bertdoc, Rejane Pereira Nevesd, Mario Ribeiro de Melo Juniore”,
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*Autor para correspondéncia: mariormj@gmail.com

Resumo

Introducdo: As Doencas Inflamatorias Intestinais (DIl) sdo condicdes inflamatorias
cronicas e idiopéticas, representadas por duas comorbidades: a Doenca de Crohn
(DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). No Brasil os estudos destas doencas ainda séao
pouco descritos.

Objetivo: Realizar um estudo do perfil epidemioldgico de pacientes portadores de DIl
tratados no Hospital das Clinicas de Pernambuco HC — UFPE.

Métodos: Um estudo observacional transversal descritivo foi realizado por meio de
entrevistas com os pacientes atendidos no hospital.

Resultados: 129 pacientes foram incluidos no estudo, dentre eles: 46 (35,65%) do
sexo masculino e 83 (64,34%) do sexo feminino, sendo 34,10% dos casos de DC,
63,56% de RCU e 2,32% de colite indeterminada. A média de idade dos pacientes

acometidos foi de 25,8 anos. A Mesorregiao Metropolitana do Recife apresentou-se
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como a principal zona residencial dos pacientes, com 59% dos casos. O principal
farmaco utilizado para o tratamento das DIl foi a Mesalazina, com 29,45% dos casos.
Foi observado também que 16,27% dos pacientes eram portadores de hipertensao
arterial e/ou diabetes. Em relacédo ao tabagismo, 20,92% declararam-se fumantes ou
ex-fumantes.

Concluséo: O perfil epidemiolégico dos pacientes foi similar ao encontrado em outros
estudos ja descritos na literatura, com predominancia de RCU e maior acometimento
de mulheres. Este € o primeiro relato de um estudo epidemioldgico de DIl no estado

de Pernambuco.

Palavras-Chave: Doenca de Crohn; Epidemiologia; Retocolite Ulcerativa;

Pernambuco.

1. Introducdao

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo doencas crénicas induzidas por
um desequilibrio entre a inflamacéo e as respostas imunes regulatérias, bem como a
presenca de ulceracdes no ambiente gastrointestinal.® Os sintomas patoldgicos
associados as DIl incluem diarreia sanguinolenta, desordens na motilidade intestinal
e encurtamento do célon. As duas principais manifestacdes das DIl sdo a Doenca de
Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). A DC pode ocorrer em qualquer parte do
trato gastrointestinal, da boca ao anus, enquanto a RCU é observada apenas no colon
e reto.2

Estudos recentes observaram uma prevaléncia de DIl em pacientes da raca
branca, com picos entre 20 e 40 anos de idade e um segundo pico apés os 55 anos
de idade.® Embora a patogénese das DIl ndo tenha sido claramente elucidada, os
trabalhos apontam que fatores ambientais, genéticos e imunologicos estédo
provavelmente envolvidos no desenvolvimento destas doencas.*

A incidéncia das DIl varia em diferentes areas geogréficas, porém é mais
comum na America do Norte, norte da Europa e Australia. No entanto, a incidéncia
mundial estd aumentando e se tornando mais comum em regides como Africa,
Ameérica do Sul e Asia, onde a prevaléncia era baixa historicamente, indicando seu
surgimento como doenca global. Na América do Norte os numeros de pacientes

acometidos variam entre 2,2 e 14,3 casos por 100mil habitantes/ano para RCU e de
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3,1 a 14,6 casos por 100 mil habitantes/ano para DC. Na Europa a prevaléncia oscila
entre 1,5 e 20,3 casos por 100 mil habitantes/ano para a RCU, bem como 0,7 a 9,8
caso0s/100 mil habitantes/ano para DC.> Na América do Sul, a incidéncia de DC atingiu
uma média de 1 a 3 casos por 100 mil pessoas, elevando-se a 3—4/100.000 nas areas
urbanas mais desenvolvidas do Brasil.

O Brasil ainda é considerado uma area de baixa prevaléncia de DIl, embora ja
tenham sido relatados aumentos na frequéncia de consultas laboratoriais e
hospitalizacdes.”®° No pais, essas doencas ndo sdo consideradas de notificacéo
compulséria, o que leva a crer que provavelmente sédo subdiagnosticadas.® Estudos
que abordam o conhecimento do perfil epidemiolégico fornecem uma base mais ampla
e robusta em elementos a fim de elucidar a histéria natural da doenca, suas principais
complicac@es e falhas terapéuticas, auxiliando no tratamento clinico e terapéutico dos
pacientes.

2. Objetivo
Analisar o perfil epidemioldogico dos pacientes com doenca inflamatoria
intestinal tratados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE), levando em consideracdo os aspectos: género, idade, tipo de doenca,
zona residencial, associacdo com hipertensdo, diabetes e tabagismo e tipo de

tratamento.

3. Métodos

Trata-se de um estudo observacional transversal descritivo, realizado no
periodo de agosto de 2015 a agosto de 2017, no setor de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas da UFPE, um servico de referéncia em doencas inflamatorias
intestinais. A populacdo do estudo envolveu todos os pacientes com DIl: doenca de
Crohn, retocolite ulcerativa e colite indeterminada, observada, registrada e
acompanhada no referente setor, com um total de 129 pacientes.

As fichas clinicas dos pacientes foram elaboradas pelos autores deste trabalho
e as informagfes foram adquiridas através de entrevistas com 0s pacientes com
garantia de total confidencialidade em relacdo aos dados pessoais e informacgdes
clinicas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE) e registrado sob o
namero de dois protocolos: 33667414.8.0000.5208 e 63952217.6.0000.5208. Todos



43

0S pacientes entrevistados foram informados sobre os objetivos do estudo e
assinaram um (1) exemplar do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

4. Resultados

Durante o periodo avaliado 129 pacientes atendidos no setor de
Gastroenterologia do hospital das clinicas da UFPE foram incluidos neste estudo. Do
total de pacientes atendidos, 46 (35,65%) eram do sexo masculino e 83 (64,34%) eram
do sexo feminino. Dentro do total de casos, 44 (34,10%) pacientes apresentaram DC,
82 (63,56%) apresentaram RCU e 3 (2,32%) apresentaram colite indeterminada.

A faixa de idade mais acometida pelas DIl entre os pacientes do estudo foi de
46-65 anos (36,43%), seguido da faixa etaria entre 36-45 anos (27,90%). Ambas as
faixas etarias entre 26-35 anos e maiores de 65 anos apresentaram ocorréncia de
11,62%, e a faixa etéaria entre 18-25 foi observada em 12,4% dos entrevistados.

Na figura 1 é possivel observar as zonas de residéncia dos pacientes avaliados
através da subdivisdo das mesorregifes do estado de Pernambuco. Um total de 76
pacientes eram provenientes da Mesorregidao Metropolitana do Recife, com destaque
para as cidades de Recife e Jaboatdo dos Guararapes; 13 da Mesorregiao do Agreste
com destaque para as cidades de Bonito e Limoeiro; 10 residiam na Mesorregido do
Sertdo Pernambucano; 4 na Mesorregiao do Sao Francisco, provenientes das cidades
de Petrolina, Petrolandia e Jatoba; e 26 residiam na Mesorregido da Zona da Mata

Pernambucana, tendo a cidade de Gléria do Goita em destaque.
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B Mesorregido Metropolitana do Recife

@ Mesorregido do Agreste
Pernambucano

@ Mesorregido do Sertdo Pernambucano

O Mesorregidao do Sao Francisco
Pernambucano

@ Mesorregido da Zona da Mata
Pernambucana

Fig. 1: Zona de residéncia dos pacientes acometidos com doengas inflamatérias intestinais
atendidos no setor de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFPE no periodo de

agosto de 2015 a agosto de 2017.

Em relacdo as medicacOes utilizadas no tratamento, 29,45% dos pacientes
faziam uso de Mesalazina, 9,30% utilizavam Azatioprina e 8,52% utilizavam
Sulfassalazina. No que diz respeito ao Infliximabe e Adalimumabe, 1,55% dos
pacientes faziam uso de cada um destes farmacos, respectivamente. Do total, 31,78%
dos pacientes utilizavam terapia combinada e 17,82% né&o estavam fazendo uso de
nenhuma medicacao.

Correlacionando a ocorréncia de doengas cronicas e tabagismo com as DIl foi
observado que 5,42% pacientes eram portadores de hipertensdo arterial sistémica
(HAS), 4,65% eram portadores de diabetes e 6,20% apresentavam as duas doencas.
Porém, a maior parte, 83,72%, ndo eram portadores destas doencas. Em relacao ao
tabagismo, 4,65% dos pacientes eram fumantes, 16,27% dos pacientes eram ex

fumantes e a maior parte dos entrevistados (79,06%) eram ndo eram fumantes.

5. Discusséo
Os dados obtidos em nosso estudo sao similares a alguns trabalhos
encontrados na literatura, apontando uma maior prevaléncia de DIl em pacientes
acometidos do sexo feminino.8? Entretanto, até o presente momento a causa desta
possivel maior susceptibilidade feminina ainda ndo esta bem elucidada.
A idade média dos pacientes acometidos foi de 25,8 anos (DP = 14,85). E

interessante ressaltar que 32,55% dos pacientes pertenciam a faixa etaria de 20 — 40
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anos de idade e 37,20% possuiam faixa etaria a partir dos 50 anos de idade. Esses
resultados séo similares aos picos das doengas descritos na literatura.® No caso da
DC, a literatura reporta uma maior incidéncia entre a segunda e terceira década de
vida.!! Dentre os entrevistados, 82 pacientes possuiam RCU, que de acordo com
estudos anteriores é a doenca mais prevalente entre as DII. 71213

O grupo de pacientes medicados com mesalazina e azatioprina constituiu a
maioria nas duas doencas avaliadas. Esses dados corroboram com o perfil terapéutico
de trabalhos previamente reportados.® Normalmente o tratamento de escolha para a
RCU é feito através de aminossalicilatos, utilizados isoladamente ou combinados com
corticoesteréides.'*#> Em pacientes com DC, embora a mesalazina oral tenha se
mostrado benéfica no passado, novas evidéncias sugerem que essa terapia é
minimamente eficaz quando comparada a placebo, e menos eficaz do que
corticosteroides convencionais.*® Um estudo descrito na literatura avaliou a dosagem
convencional de mesalazina (3,2 - 4 g/dia) administrada em pacientes com doenca
ileal, ileo-coldnica ou coldnica, e foi observada uma significante, mas nao clinicamente
relevante, diferenca estatistica em relacédo ao placebo.'® No entanto, ainda é possivel
observar que muitos pacientes que sofrem com DIl fazem uso desde farmaco, uma
terapia sem eficacia consistente.

Uma pequena parcela dos pacientes entrevistados (16,27%) relatou a
ocorréncia de DIl associada a doencas cronicas como diabetes e/ou HAS. A
prevaléncia de DIl em individuos acometidos com doencas que integram a sindrome
metabdlica (SM) (obesidade, resisténcia a insulina, hipertensao e dislipidemia) ainda
nao esta bem estabelecida, mas alguns estudos demonstram que a presenca da SM
aumenta a taxa de hospitalizacdo em pacientes com a doenca de Crohn.'” Embora
diferentes em suas origens e apresentacfes, a SM e a DIl compartilham algumas
questdes fisiopatoldgicas, incluindo desregulacdo do tecido adiposo, resposta
imunologica inadequada e inflamacgéo. Além disso, alguns autores ja sugerem a
possivel utilizagdo de farmacos destinados ao tratamento da SM como adjuvantes na
terapia contra DII.*8

Um total de 20 pacientes (20,92%) declararam-se fumantes ou ex-fumantes,
um percentual similar (21,0%) ao encontrado por outros autores.’” Apesar de multiplos
fatores ambientais estarem relacionados ao possivel desencadeamento das DIl, o
tabagismo continua a ser o mais independente fator de risco estabelecido.'® Estudos

relatam que a exposicao ao tabaco tem um efeito prejudicial significativo no curso da
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doenca, manifestando-se com aumento do risco de recaida, necessidade de
associacéo com esteroides e aumento em dobro da taxa de hospitalizagéo.2°

6. Concluséo

Em concluséo, os resultados desse estudo demonstraram uma prevaléncia de
DIl em mulheres, com uma idade média de 25,8 anos. Entre as doencas avaliadas a
maior ocorréncia foi de retocolite ulcerativa, e a mesalazina apresentou-se como o
principal farmaco utilizado na terapéutica. Uma pequena parcela dos pacientes
acometidos relatou a ocorréncia de DIl associada a diabetes e/ou hipertenséo, e um
quantitativo menor dos entrevistados também se declarou fumante ou ex-fumante.
Estudos epidemiologicos sobre DIl no Brasil ainda sdo bastante escassos, e até o
presente momento nenhum trabalho avaliando o perfil epidemiolégico dos pacientes
com DIl em Pernambuco tinha sido realizado. Esses achados ratificam a importancia
de estudos desse género para uma maior compreensao e distribuicdo da doenca no

pais.
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RESUMO:

A doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU) sado doencas
inflamatérias crbnicas do trato gastrointestinal de etiologia idiopéatica. Ha evidéncias
de que os microrganismos estdo diretamente envolvidos com a fisiopatologia das
doencas inflamatdrias intestinais. O objetivo do presente estudo foi verificar a
ocorréncia de candidiase em pacientes portadores de DIl, bem como, identificar as
leveduras obtidas, avaliar a capacidade de producédo de biofilme e determinar seu
perfil de sensibilidade a drogas antifingicas e a miltefosina, avaliar
histopatologicamente os tecidos das bidpsias e detectar a presenca de calprotectina
e ADAM10 nos tecidos. Foram avaliados 63 pacientes portadores de DC e RCU do
Hospital das Clinicas da UFPE. Dentre eles, 5 pacientes apresentaram candidiase
associada. As cepas foram identificadas sendo: duas de Candida albicans, duas de
C. glabrata e uma cepa de C. lusitaniae e todas demonstraram capacidade de

producao de biofilme similar & uma cepa padrdo. Quanto ao perfil de sensibilidade das
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cepas frente aos antifiingicos convencionais e a miltefosina, os microrganismos
apresentaram concentracoes inibitorias minimas para a miltefosina menores ou iguais
as da Anfotericina B. Também foi observado sensibilidade dos isolados frente as
equinocandinas. As cepas de C. glabrata apresentaram resisténcia a caspofungina.
Forem observadas alteracdes histopatoldgicas nos tecidos, destacando a presenca
de irregularidades nas criptas de Lieberkhun e infiltrado inflamatorio. Altas expressfes
de calprotectina e ADAM10 foram observadas nas amostras teciduais. Estes
resultados ajudam a solidificar a associacdo das DIl com infec¢cdes microbianas,
igualmente ratificam a calprotectina como importante biomarcador de DC e RCU. Além
disso, sugerem a ADAM10 como potencial biomarcador de doencas do sistema

digestorio, em especial, as doencas inflamatérias intestinais.

Palavras-Chave: Candida; Doencas Inflamatérias Intestinais;

Imunoquimioluminescencia; Miltefosina.

1. Introducéo

A doencga inflamatoria intestinal (DIl) compreende um conjunto inflamatério
idiopatico crénico de condi¢des que podem afetar todo o trato gastrointestinal. A DII
consiste em duas principais formas clinicamente definidas: doenca de Crohn (DC) e
retocolite ulcerativa (RCU). A DC geralmente envolve o ileo e o célon, mas pode afetar
qualquer regido do trato gastrointestinal de forma descontinua, e a inflamacéo é
frequentemente transmural. Em contrapartida, a RCU estéd delimitada ao intestino
grosso, estendendo-se proximalmente a partir do reto para potencialmente envolver
todo o célon em um padrao ininterrupto, com extensa ulceracao superficial da mucosa
[1]. A DIl esta associada com alta morbidade e diminui¢do da qualidade de vida, e sua
incidéncia esta aumentando em todo o mundo, ganhando um destaque substancial na

saude publica [2-4].

Ambas manifestac6es séo caracterizadas por periodos alternados de remisséo
e recaida. A recaida é caracterizada pela incidéncia de espasmos abdominais,
sangramento retal, anemia, febre, fadiga, nausea e perda de peso [5-6]. Até o
momento, a etiologia da DIl ndo é completamente compreendida. Varios fatores,
incluindo predisposi¢do genética, disfungdo imunorregulatdria, fatores ambientais e

exposi¢cao microbiana, contribuem para o desenvolvimento da doenca [7-8]. Disbiose
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e infeccdes patogénicas também j& foram relatadas na literatura desempenhando um
papel na compreenséo da enfermidade [7].

Ha evidéncias circunstanciais de que determinados microrganismos estao
associados a doenca inflamatoria intestinal, possivelmente langcando uma resposta
inflamatoria e, posteriormente, atuando na manutencdo dessa resposta através do
sistema imunoldgico. Na literatura ja foram descritos microrganismos como bactérias
dos géneros Campylobacter, Salmonella e Shiguela, fungos como Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus clavatus, e Criptococcus neoformans e virus
da familia Herpesviridae, todos causando infeccdo associada a DIl [8-12] E
interessante notar que a levedura C. albicans ja foi relatada por ser a espécie fungica
mais abundante em amostras de fezes de pacientes com DC do que em pacientes

saudaveis [13].

O tratamento da DIl é variado de acordo com o local da doenca e atividade.
Aminosalicilatos, corticosterodides, agentes do fator de necrose tumoral e drogas
imunossupressoras sdo comumente utilizados durante a recaida aguda ou para a
manutencado da remisséo [14-15]. No entanto, ndo h& cura para a DII, e as terapias
disponiveis ndo controlam os sintomas em um grande numero de pacientes, que
possuem por sua vez alguma infeccdo microbiana associada. Tal conjuntura da
subsidios para se considerar a hipétese de uma associagao entre antimicrobianos que
possam ser aliados aos medicamentos convencionais utilizados no tratamento da DI,
reduzindo a populacdo microbiana local e auxiliando o controle do processo

inflamatorio.

Sendo assim, novos tratamentos com um mecanismo de acdo mais especifico
direcionado a diferentes alvos terapéuticos devem ser desenvolvidos para o
tratamento da DIl. A miltefosina (MTF) é uma alquilfosfocolina inicialmente
desenvolvida como um agente antitumoral, mas sua atividade anticancerigena
mostrou-se limitada. Paralelamente, este composto apresentou potente atividade
antiparasitaria, particularmente contra Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi [16-17].
Em muitos paises da América Latina, india, Alemanha, dentre outros, a MTF é
frequentemente usada para o tratamento da leishmaniose e do cancer de mama. Além
de sua atividade antiparasitaria, estudos demonstraram atividades antifungicas in vitro
de MTF contra diversos fungos tais como: Coccidioides posadasii [18], Sporothrix spp.

[19], Fusarium oxysporum [21] e Candida albicans [20-21]
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Algumas proteinas presentes no tecido do trato gastrointestinal tém sido
estudadas para diagnostico e manejo do tratamento das DIl. A calprotectina ja foi
observada por estar expressa em maior quantidade em pessoas acometidas com a
doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa [22], se mostrando um importante
biomarcador e auxiliando na terapéutica dos pacientes. Outras moléculas como a
ADAM10, uma desintegrina metaloproteinase, tém sido estudadas com relacéo ao seu
papel na sinalizacdo e homeostase do TGI [23], podendo ser futuramente uma

molécula utilizada como marcador biolégico das DII.

Embora a atividade antifungica da MTF tenha sido relatada para muitos fungos,
até o presente momento ndo ha relatos do uso deste composto contra espécies
provenientes de pacientes com doenca inflamatoria intestinal. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos antifingicos in vitro da MTF sobre cepas do género
Candida isoladas de bidpsias intestinais de pacientes diagnosticados com DI|, verificar
a capacidade de producéo de biofilmes desses isolados, bem como realizar a

histopatologia e detectar a presenca de ADAM-10 e Calprotectina nos tecidos obtidos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencao das amostras

As bidpsias foram obtidas de pacientes atendidos e/ou internados no Servi¢co de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas/UFPE, de acordo com solicitacdo médica.
Os fragmentos foram encaminhados ao Laboratério de Micologia Médica da UFPE para

a realizacdo do diagnéstico laboratorial micolégico.

2.2 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), sob
n°® 63952217.6.0000.5208 (Anexo I). As amostras de tecido foram obtidas apds a anuéncia
do paciente ou responsavel legal através de assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

2.3 Realizacao do diagnostico e isolamento das leveduras
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Apds a obtencdo das amostras foram preparadas laminas com adicdo de
clarificante Hidroxido de potassio (KOH) a 20% e, quando necessario, coradas com
Giemsa. Concomitantemente, as amostras clinicas serdo semeadas em duplicata na
superficie do meio agar Sabouraud (DIFCO) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol
contido em placas de Petri, mantidas a temperatura de 30° C e 37° C por até 15 dias.
ApOs o surgimento das col6nias estas foram purificadas e identificadas.

Foram colocados fragmentos da colénia em &agua destilada esterilizada
adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensao 0,2mL foram semeados por
esgotamento na superficie do meio agar Sabouraud com antibiético contido em placas
de Petri. Posteriormente, as colbnias foram repicadas para tubos de ensaio contendo
meio especifico, de acordo com o fungo isolado, para posterior identificacdo. Apos
serem obtidas culturas puras, estas foram identificadas de acordo com as
caracteristicas macroscopicas, microscopicas e fisiologicas [24].

2.4 ldentificacdo dos isolados utilizando MALDI — TOF/MS

Os isolados foram submetidos a andlise direta por espectrometria de massa
(MALDI-TOF; MALDI Autoflex Ill, BrukerDaltonics, Bremen, Germany), de acordo com
Lima-Neto et al. (2014) [25].

O cultivo e manutencédo dos isolados de Candida ocorreram em meio Dextrose
Peptona Extrato de Levedura (YEPD). Incubacdes foram padronizadas em 24hs e as
linhagens se desenvolveram aerobicamente a 35°C. Todas as culturas foram
analisadas antes do uso quanto a pureza e foram novamente repicadas pelo menos

uma vez antes da analise pelo MALDI-TOF MS.

Fragmentos de células (cerca de 50 pg) foram diretamente transferidos do meio
de cultura para os 48 anéis da placa. Imediatamente, foi adicionado sobre todas as
amostras de leveduras 0,5 pL de acido férmico a 25% e misturado levemente com o
material biologico. Apés a total evaporacdo do meio liquido, foi adicionado 0,5 pL da
solugdo matrix (75 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico [CHCA] em
etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de acido trifluoroacético [TFA] sendo
levemente misturado. Cada amostra foi transferida em duplicata para se testar a
reprodutibilidade. Durante as andlises todas as solugbes foram preparadas e

estocadas a +5 °C [26].
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Os espectros para determinacdo do perfil protéico dos isolados foram obtidos
através do laser Nd: YAG (neodymium-dopedyttriumaluminiumgarnet; Nd: Y3AI5012)
de 1064nm, onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente acima do limiar para
a producédo de ions. Um kit protéico (proteincalibrationstandart I, BrukerDaltonics,
Bilerica, MA, USA) com conhecidos valores de massa das proteinas, foi utilizado para

calibragao.

A variacdo de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrada usando modo linear
com pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados
através da soma de 20 tiros de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por
amostra, levando a um total de 10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista
de picos obtidos foi exportada ao software Biotyper™ (Biotyper system, versao 3.0)
onde as identificacfes finais foram alcancadas. As identificacdes através do software
Biotyper™ foram baseadas apenas na presenga ou auséncia de cada pico no

espectro.

2.5 ldentificacdo dos isolados por biologia molecular

A identificagdo molecular dos isolados foi realizada no Laboratorio de Biologia
Molecular do Departamento de Micologia da UFPE utilizando massa celular da cultura
com dois dias de crescimento em meio agar Sabouraud, posteriormente células foram
transferidas para microtubo de extracdo contendo de tampéo de lise CTAB 2%. O tubo
foi agitado a velocidade de 5,5 m/s por 40 s para lise mecanica das células. Em
seguida, o microtubo foi incubado em banho-maria a 65° C por 40 min e centrifugado
a 13.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo e
adicionado igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) ao sobrenadante
recuperado, homogeneizado e centrifugado novamente por 10 min. Novamente o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo e adicionado volume igual de
isopropanol gelado ao sobrenadante recuperado e mantido a -20°C por 1 h. Em
seguida o microtubo foi centrifugado por 10 min. O DNA precipitado foi lavado com

etanol 70% e acrescentados de agua Ultrapura.

A reagdo de PCR para amplificagdo do rDNA foi realizada em volume total de
50 pL, utilizando tampéo da Taq DNA polimerase 1X, 1,5 mM de MgClz; 0,4 uM de
cada primer NL1 e NL4, 0,2 mM de dNTPs, e 0,2 U de Tag DNA polimerase e 25 ng
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de DNA e a amplificacdo foi conduzida em termociclador programado para uma
desnaturacao inicial de 95°C, seguida de 30 ciclos de desnaturacao 95°C; anelamento
a 62°C; extensao a 72°C e extenséo final a 72°C. O produto da PCR (fragmento de
aproximadamente 950 pb) foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% a
4V.cm-t, em tampéo de corrida TAE 1X (pH 8,0), corado com GelRed™ e o produto
de amplificacéo foi purificado com GeneJet™— PCR Purification Kit — Fermentas e foi

sequenciado no Laboratorio Central da UFPE.

Os eletroferogramas foram editados utilizando o software Staden package para
obtencdo manual da sequéncia consenso. ApGs a edicdo, a sequéncia obtida foi
utilizada para busca das mais similares depositadas no GenBank, utilizando a
ferramenta BLASTn.

2.6 Capacidade de producéao de biofilme utilizando cristal violeta

A avaliagao da capacidade de formag&o de biofilme foi realizada utilizando o
meétodo de Melo et al (2011) [27]. As leveduras foram semeadas em meio de cultura
agar Sabouraud dextrose por 24h a 35°C. ApOs o0 crescimento, o inéculo foi
padronizado em 3 mL de salina, com a turbidez na escala 4 de Mac Farland
(108 células). 20uL da suspensdo foi aliguotado para cada pogo da placa de
poliestireno de 96 pocos, em triplicata, contendo 180uL de caldo Sabouraud
suplementado com 8% de glicose. Ap6s 24h de incubacéo, o excesso de meio de
cultura foi removido com pipeta Pasteur. O biofilme foi lavado duas vezes com 200uL
de tampao fosfato salina (PBS) para remover as células planctbnicas. Ap6s a
remocao, as placas foram secas por 20 min a 35°C. Depois, 110uL de cristal violeta a
0,4% foi adicionado aos poc¢os por 45 min. As placas foram lavadas trés vezes com

200puL de &gua ultrapura esterilizada.

Para descoloragéo foi utilizado 200uL de etanol (95%) por 45 min. Depois,
100pL da solugéo foi transferida para uma nova placa e o biofilme lido por absorbancia
em leitor de microplaca no comprimento de onda de 570nm. O controle negativo foi
representado pela leitura do biofilme sem o uso do cristal violeta. A quantificacdo do
biofilme foi realizada em triplicata e o desvio padrao para cada isolado foi determinado.



56

2.7 Testes de sensibilidade antifangica in vitro

Os isolados clinicos de Candida obtidos a partir das biopsias foram mantidos
em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e incubados a 35°C. As suspensdes dos
isolados foram preparadas em solucéo salina, e sua densidade foi ajustada de acordo
com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um
espectrofotdmetro a 530 nm. O volume do in6culo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo
salina esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracao
de 2-5x10° céls.mL!. Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de
microtitulacdo planas de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado
aos pocos com as drogas utilizadas, e as placas foram incubadas a 35 °C durante 48
horas para determinagcédo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) segundo protocolo
padronizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute CLSI [28]. Para determinar a
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) das drogas, o conteddo dos po¢os que
mostraram 100% de inibicdo no crescimento foi cultivado para o meio SDA em placas
de Petri. As placas foram incubadas a 35°C durante trés dias para determinar a

viabilidade fungica. A CFM foi confirmada pela auséncia de crescimento flngico.

2.8 Estudo histopatolégico

As laminas para montagem histologica foram quimicamente lavadas e
desengorduradas com solucdo detergente. Apos a limpeza, foi aplicada uma fina
camada de resina extraida das folhas de Babosa (Aloe vera) garantindo a aderéncia

e evitando o desprendimento do tecido durante os procedimentos de coloragao.

Apbs a microtomia dos blocos de parafina, os cortes histolégicos obtidos (4 um)
foram desparafinizados, hidratados e submetidos as técnicas de coloracéo:
hematoxilina-eosina (HE), tricromico de Masson (TM), &cido periddico de Shiff (PAS)
e azul de alcian (AB). Posteriormente, as laminas foram desidratadas em etanol 95%,

diafanizadas em xilol e montadas com laminula e Entellan®.

2.9 Estudo imunoquimioluminescente

A conjugacao do éster de acridina (EA) com os anticorpos foi realizada de
acordo com o protocolo de conjugacdo desenvolvido por Weeks et al (1983) e
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utilizando o kit Acridinium Ester Labeling Worcksheet (Enzo Life Sciences Catalog n°.
ADI-907-001, USA). Para conjugacdo foram incubados 100 yL do anticorpo anti-
calprotectina e anti-ADAM-10 com 1 uL da solugao de éster de acridina (EA) por 1h a
25° C, sob agitacdo constante. Para separacdo do conjugado (anticorpo-EA) dos
demais constituintes (anticorpo ndo conjugado e EA-livre) a amostra foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular, por meio de uma coluna de Sephadex G-25 (10
x 1 cm) previamente incubada com tampao fosfato sédico (PBS), pH 7,2. Durante a

eluicdo foram coletadas 15 aliquotas de 1 mL.

A quantidade de proteina das aliquotas foi determinada por avaliacdo da
densidade Optica, através da leitura da absorbancia na faixa de 280 nm, em
espectrofotometro modelo Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosences, USA). Sendo
considerada as aliquotas com valores superiores a 50 nm. Apés a deteccao dos picos,
foi realizado um pool de proteinas com as fra¢cées conjugadas e realizada a dosagem
de proteina através do método de Lowry [29].

A quimioluminescéncia do conjugado presente nas amostras foi mensurada
pelo lumindmetro tubo Unico modulo 9200-001 (Turner BioSystems, USA). Para
desencadeamento da quimioluminescéncia € necesséria a adicdo sequencial de 50
ML de uma solugéo 0,5% H202 e 0,1 N de acido nitrico (solug¢édo A) a 50 pL de amostra
seguida de alcalinizacéo rapida do meio a partir da adigcdo de 50uL de NaOH a 0,25
N (solucédo B). A rapida conversdo de derivados de acridina em suas pseudobases
apos a alcalinizacao requer cuidado para minimizar o tempo entre a adicdo do NaOH
e a observacdo da intensidade da emissdo de quimioluminescéncia medida em

unidade de luz relativa (ULR).

Para a andlise dos tecidos, as laminas histoldgicas (0,3x0,3x8x10~* cm) foram
incubadas com 100 pL do anticorpo conjugado ao EA durante 2 horas a 4° C,
posteriormente foram lavadas em PBS (20 mergulhos durante 5 minutos) e imersas
em PBS por mais 5 minutos. Apés a lavagem a amostra tecidual foi transferida para
tubo de polipropileno (1,5 mL) com 100 pL de PBS. O estudo foi realizado em triplicata
e os valores de URL dos tecidos marcados foram determinados através do
lumindmetro, seguindo o0 mesmo protocolo utilizado na conjugacéo do anticorpo ao

EA descrito anteriormente.
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2.10 Anédlise Estatistica

As médias foram comparadas utilizando teste t-Student e o nivel de
significancia considerado para os valores de p foi <0.05 para avaliacdo da capacidade
de producéao de biofilme. Para os valores de deteccao de calprotectina e ADAM10 as
médias foram avaliadas utilizando teste de Tukey para avaliagdo da significancia com
valor de p <0.05.

3. RESULTADOS
3.1 Identificagdo dos isolados utilizando MALDI — TOF MS

Foram estudados pacientes atendidos no setor de gastroenterologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco HC — UFPE (n=63).
Destes, cinco pacientes (n=5) apresentaram infec¢éo fungica associada ao processo
inflamatorio cronico. ApGs isolamento e purificacdo das culturas as mesmas seguiram
para identificacdo protedmica utilizando MALDI — TOF MS. O resultado das
identificacOes, estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Identificac@o protedmica dos isolados obtidos utilizando MALDI-TOF MS

Numero de Registro Espécie
5A Candida lusitaniae
22A Candida glabrata
25A Candida albicans
27A Candida albicans
28A Candida glabrata

3.2 Identificagéo dos isolados utilizando biologia molecular

Em seguida, para confirmagdo das identificacbes, os isolados foram
submetidos a identificacdo utilizando biologia molecular. Os dois isolados de C.
albicans e os dois isolados de C. glabrata foram identificados utilizando primers
espécie — especificos para cada uma das espécies. O isolado de C. lusitaniae apos o
processo de PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) seu material genético foi

purificado e enviado para sequenciamento na plataforma de sequenciamento do
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Laboratorio Central da Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN — UFPE). A
Tabela 2 mostra o resultado da identificagéo utilizando biologia molecular.

Tabela 2: Identificacdo dos isolados obtidos utilizando biologia molecular

Identificacdo por MALDI — TOF MS Identificagdo por biologia molecular
Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae
Candida glabrata Candida glabrata
Candida albicans Candida albicans
Candida albicans Candida albicans
Candida glabrata Candida glabrata

3.3 Capacidade de producéao de biofilme utilizando cristal violeta

ApOs o processo de identificacdo os isolados obtidos, bem como uma cepa
padrao (Candida albicans ATCC 900928), foram avaliados quanto a sua capacidade
para formacgé&o de biofilme utilizando o método com cristal violeta. A figura 1 mostra os
resultados obtidos. A cepa 27A apresentou capacidade de formacao de biofilme
semelhante a cepa padrdo. A cepa 5A mostrou uma capacidade de producdo de
biofime ligeiramente maior que as demais cepas que nao diferiram uma da outra.
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Fig 1: Quantificac@o do biofilme produzido pelos isolados obtidos utilizando método de cristal violeta.
Cepas: Candida albicans (25A); Candida glabrata (22A); Candida albicans (27A); Candida glabrata
(28A) e Candida albicans (ATCC 90028). Os dados foram expressos como média + DP. Teste t foi
realizado considerando p <0.05.
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3.4 Testes de sensibilidade antifungica in vitro

Foi avaliado, também, o perfil de sensibilidade das cepas obtidas frente a MTF
e a farmacos antifungicos utilizados comumente na prética clinica, sendo eles:
Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Caspofungina, Micafungina e
Anidulafungina. Os resultados das Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM’s) estéao

expressos na Tabela 3.

Os resultados dos testes de sensibilidades realizados com as cepas obtidas
mostram uma susceptibilidade maior dos isolados a micafungina. Porém, para a cepa
de C. lusitaniae a CIM foi maior que as outras cepas. Apenas o isolado 28A foi sensivel
ao itraconazol, enquanto as outras cepas apresentaram CIM’s de sensibilidade dose-
dependente (tabela 3). O grupo de microrganismos da espécie C. albicans se mostrou
sensivel ao fluconazol e ao voriconazol, enquanto os dois isolados de C. glabrata

apresentaram sensibilidade dose dependente para fluconazol.

Tabela 3: Concentracdes Inibitérias Minimas dos farmacos antifingicos e da Miltefosina contra as
cepas de Candida isolada dos pacientes acometidos com DII

pg/mL C. albicans C. glabrata C. lusitaniae
25A 27A ATCC 22A 28A 5A
Miltefosina 4.0 20 20 2.0 4.0 8.0
Anfotericina B 4.0 4.0 2.0 8.0 8.0 8.0
Fluconazol 0.58 0.58 0.5% 16.0SPP  4.0SPP 1.0
Voriconazol 0.062% 0.062% 0.125% 1.0 0.5 0.062
Itraconazol <0.031SPP  <0,031SPP  (.5SPD 0.5SPb  0.125s 0.062
Caspofungina 0.5 0.5 0.125S 2.0R 2.0R 0.25
Micafungina 0.06% <0.03% 0.06% <0.03%5 0.065 1.0
Anidulafungina  <0.015S <0.015% 0.5 0.015" 0.031 0.5

S Sensibilidade; ' Sensibilidade intermediéria; SP® Sensibilidade dose-dependente; R Resisténcia.

Quanto a caspofungina os isolados de C. albicans mostraram sensibilidade

intermediaria e os isolados de C. glabrata apresentaram resisténcia a esta
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equinocandina. Em relacdo a anidulafungina apenas as cepas de C. albicans se
mostraram sensiveis a esta droga. As CIM’s para anfotericina B foram iguais em
isolados da mesma espécie. Em relagdo a miltefosina, as CIM’s se apresentaram

iguais ou menores em comparacao com a anfotericina B.

3.5 Andlises histopatoldgicas das biopsias

O tecido intestinal possui um epitélio simples colunar podendo apresentar
células caliciformes, microvilosidades e células de Lieberkihn (glandulas intestinais).
Nas fotomicrografias das amostras controles, ou seja, as amostras teciduais de n&o
portadores de doenca inflamatéria intestinal, observamos: criptas com arquitetura

preservada; e a presenca de colageno e glicoproteinas.

Fig 2: Analise histolégica de pacientes portadores de doencas inflamatorias intestinais com infecgao
por Candida associada. (A): Criptas desorganizadas com superficies irregulares; (e): Infiltrado
inflamatério; (¢): Granuloma; (m): Presencga intensa de mucinas e glicoproteinas marcadas em azul;
(—): Fissura do tecido epitelial intestinal. (Al): Coloracdo de Tricrdbmico de Masson em 400x de
magnificacdo. (A2): Coloracdo de Hematoxilina-Eosina em 100x de magnificacdo. (A3): Coloragéo de
Azul de Alcian e Acido Periddico de Shiff em 400x de magnificacdo. (B1): Coloracédo de Azul de Alcian
e Acido Periodico de Shiff em 100x de magnificacéo. (B2): Coloracdo de Hematoxilina-Eosina em 100x
de magnificacdo. (B3): Coloragdo de Azul de Alcian e Acido Periodico de Shiff em 100x de

magnificacao.
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Na andlise histopatolégica das amostras de Doenga de Crohn foi observada
distor¢do das criptas com superficie normal da mucosa em alguns pontos. Também
se observa inflamacéo crénica com formacéo de granulomas e fibrose intensa. Ainda
em Doenca de Crohn um dos aspectos microscopicos relevantes é o aumento do
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitério na porcao inferior da mucosa. Na fase ativa da
doenca notam-se polimorfonucleares agredindo o epitélio glandular, as chamadas

cripitites ou em aglomerados formando microabcessos.

Nas bidpsias de pacientes com retocolite podemos visualizar atrofia e distor¢cao
mais difusa das criptas, com irregularidades na superficie da mucosa, sendo esses
achados tipicos da patogénese da retocolite ulcerativa, bem como, também

podemos observar, areas discretas de fibrose.
3.6 Estudo imunoquimioluminescente

A expressdo da Calprotectina e ADAMI10 foi observada com maior
expressividade em pacientes portadores de RCU do que em pacientes portadores de
DC e os resultados estédo apresentados na figura 3. Os valores de URL foram iguais
a 294854+12418 ULR para os pacientes de RCU e de 227831 £10320 URL para DC,
enquanto que um valor de 5922+2719 ULR foi encontrado no controle. O ensaio foi

realizado em triplicata para determinacdo das médias e desvio padrao.

Tanto para a calprotectina, quanto para ADAM10, as médias entre os valores
de ULR dos grupos de pacientes portadores de DIl com infeccdo fungica associada e
tecido normal foi significativamente diferente (p<0,05), conforme observado com o
teste estatistico paramétrico de Tukey. No entanto, foi observado variacédo

estatisticamente significativas entre os valores de RCU e DC (Figura 3).
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Fig 3: Comparagédo entre a imunoquimioluminescéncia, da doenca de Crohn, da retocolite
ulcerativa e do controle marcado com AntiCalprotectina-EA e AntiADAM10-EA. Foram
observadas variagfes estatisticamente significativas entre os valores de ULR das doencas
inflamatdrias intestinais e o controle considerando p <0.05.

4. DISCUSSAO

Pacientes imunossuprimidos sdo comumente acometidos por infeccdes
fungicas causadas por leveduras do género Candida sp. [12]. Algumas espécies ja
sdo conhecidas como agentes etiolégicos das candidiases como C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. Contudo ja foram descritas mais de 40

espécies diferentes de Candida capazes de causar infeccées em seres humanos [30].

A identificacdo correta das espécies de Candida, bem como seu perfil de
sensibilidade aos antifungicos, se mostra de grande importancia no tratamento dos
pacientes acometidos por leveduroses, pois, as cepas podem apresentar diferentes

perfis de sensibilidade, inclusive, entre cepas de mesma espécie [31].

O uso do MALDI-TOF MS para identificacdo de leveduras ja4 tem sido
amplamente utilizado em todo o mundo, e estudos mostram que a técnica consegue
identificar os isolados corretamente em cerca de 98% das andlises para Candida
albicans e nédo-albicans. Algumas espécies ainda ndo possuem espectro proteico

conhecido, o que dificulta a identificagcdo de leveduras responsaveis por causar
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micoses emergentes [30,32]. No presente estudo a técnica de MALDI-TOF MS
identificou corretamente (tabela 1) todos os isolados obtidos sendo a identificacao

confirmada posteriormente por biologia molecular (tabela 2).

As cepas de C. albicans e C. glabrata obtidas foram confirmadas
taxonomicamente utilizando primers espécie-especificos para cada espécie. E o
isolado de C. lusitaniae foi identificado por sequenciamento do material genético
fungico obtido. A identificacdo de leveduras utilizando biologia molecular é a técnica
mais eficiente atualmente, além de apresentar maior sensibilidade e especificidade

quando comparada a métodos de identificagcdo convencionais [33].

O biofilme microbiano é formado por estruturas multicelulares que aderem a
superficie através de células basais, sendo resultado de um processo adaptativo a
resposta imunoldgica do hospedeiro, privacdo de nutrientes ou outros tipos de
estresses ambientais, conferindo aos microrganismos resisténcia ao sistema
imunolégico do hospedeiro e as drogas antimicrobianas [34]. Os isolados obtidos
apresentaram resultados positivos quanto a capacidade de producédo de biofilme
(figura 1), semelhante a literatura, entretanto, em diferentes intensidades variando de

acordo com a espécie [35-37].

A miltefosina foi originalmente desenhada como droga antitumoral. Porém,
seus efeitos contra varios tipos de parasitas ja foram relatados em varios estudos
prévios com Schistossoma, Entamoeba, Cryptosporidium, Toxoplasma, Trichomonas,
dentre outros [38-40]. Um estudo recente avaliou os efeitos da MTF em
Paracoccidioides spp. e a inducdo de melanizacédo das leveduras [41]. Outro estudo
avaliou, e obteve resultados significativos, quanto a inibicdo do crescimento de

Cryptococcus através de inducdo de apoptose nas leveduras [42].

No presente estudo foi observado uma diferenca nas CIM’s da miltefosina tanto
em cepas de espécie diferentes como em cepas da mesma espécie além das
concentragdes se apresentarem de forma semelhante em relagéo as concentragdes
para anfotericina B (tabela 3). Além da inibicdo do crescimento das leveduras obtidas
no presente estudo, em outro trabalho utilizando cepas de Candida, a MTF também
se mostrou eficaz na inibicdo da formacao de biofilme produzido por estas leveduras
[21].
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Um estudo avaliou a sensibilidade de anélogos da MTF contra cepas de
Candida além de outros fungos a fim de sintetizar uma molécula que conferisse maior
eficiéncia contra as leveduras. Alguns analogos foram mais eficazes na inibicdo do
crescimento das cepas mostrando que a MTF € uma droga com potencial antifungico

promissor [43].

A tabela 3 mostra que as cepas do presente estudo da espécie C. albicans e
C. glabrata foram sensiveis a micafungina com excecdo da C. lusitaniae que
apresentou CIM de 1.0 pg/mL para a mesma droga. Contudo, as equinocandinas, por
serem farmacos de administracdo realizada por via intravenosa, nao podem ser
utilizadas pelos pacientes de forma independente o que dificulta seu uso em domicilio.
Apesar de serem uma geracdo de drogas muito eficientes em infeccbes fungicas
invasivas, alguns estudos também mostram que muitas cepas, dentre elas da espécie
C. glabrata, apresentam ou desenvolvem resisténcia a esta classe de medicamentos
[44-45].

Os achados histopatologicos deste estudo estdo de acordo com as publicacfes
mais recentes sobre o tema e com o consenso europeu de histopatologia das doencas
inflamatorias intestinais publicado em 2013 por Magro e colaboradores. A mudanca
na arquitetura das criptas e a presenca de inflamacgédo cronica estdo diretamente
associadas a histopatologia das doencas inflamatorias intestinais tanto para doenca

de Crohn quanto para a retocolite [46].

Apesar da avaliacdo do grau de deplecdo de glicoproteinas ainda ser
considerado um fator subjetivo na literatura, nota-se maiores graus de deplegéo nas
fases mais ativas das doencas inflamatérias intestinais. A identificacdo das
caracteristicas histolégicas em biépsias de lesdes sugestivas de doencas
inflamatorias intestinais possibilita a subclassificacdo dessas enfermidades. Mas cabe
ressaltar que outros fatores e principalmente os exames de imagem sao essenciais

para concluséo do diagnostico diferencial dessas doencgas [47].

A calprotectina € uma proteina presente em neutréfilos que é ativada durante
estresse celular e ja tem sido sugerida como importante biomarcador para determinar
gravidade do processo inflamatério intestinal [48]. Outros estudos corroboram sua
importancia no diagnostico das doencgas inflamatérias intestinais, bem como, na
determinacao da atividade das doengas e sua importante funcdo como preditor de

recidivas dessas enfermidades [49].
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Estudos clinicos mostram que a detec¢do de calprotectina pode preceder a
visualizacdo macroscopicas das lesdes em pacientes com DC e RCU por apresentar
uma boa correlacdo com a atividade inflamatoria e cicatrizacdo da mucosa intestinal

em individuos portadores de DIl [50].

A ADAM10 é uma proteina transmembrana dependente de zinco que pertence
a familia das desintegrinas metaloproteinases. Ela possui um dominio de varios
ligantes, receptores e moléculas sinalizadoras que permite regular processos de
sinalizacdo, adesdo e diferenciacdo celular [51]. E expressa em todo o trato
gastrointestinal atuando como reguladora de processos celulares associados ao
desenvolvimento intestinal e manutencdo das populacdes de células estaminais.
Possui diversos substratos como citocinas, quimiocinas, receptores e moléculas de

adesdo [23].

Por isso a ADAM10 pode modular as principais vias de sinalizagéo celular em
respostas a alteracbes em seu ambiente extracelular. O conhecimento sobre a
ADAM10 é de extrema importancia, pois, a desregulacdo desses processos em qual

esta envolvida esta associada a estados patolégicos como inflamacéo e cancer [23].

Um estudo demonstrou uma alta expresséo de ADAM10 e ADAM19 na mucosa
de pacientes portadores de doencas inflamatdérias intestinais determinadas através de
PCR em tempo real, Western blotting, e imuno-histoquimica, apresentando resultados
semelhantes as bidpsias controle, sugerindo a existéncia de um feedback positivo
envolvendo as citocinas e a ADAM19, mecanismo que pode aumentar a producao de

citocinas nas DIl [52].

Diferentemente do presente estudo onde foi observado uma expresséo maior
de ADAM10 em pacientes portadores de DIl e infeccado por Candida, em relacdo as
bidépsias controle, o que pode estar associado a sensibilidade da
imunoquimioluminescéncia, meéetodo utilizado para a determinacdo dos niveis de

ADAM10 e de Calprotectina no presente estudo.

Através deste método, pequenas quantidades de antigeno podem ser
detectadas nas biopsias dos pacientes. Os valores obtidos em nosso estudo
demonstram a alta sensibilidade de deteccdo dos antigenos estudados e a boa

estabilidade analitica dos testes que utilizam imunoquimioluminescéncia.
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5. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel determinar a
ocorréncia de candidiase nos pacientes portadores de doenca de Crohn e Retocolite
Ulcerativa. Os resultados da identificacdo protedmica foram confirmados pela
identificag&o por biologia molecular, mostrando que a técnica de MALDI-TOF MS se

mostrou eficiente na identificacdo das espécies de Candida isoladas.

As cepas obtidas apresentaram alta capacidade de producéo de biofilme em
guantidade semelhante a cepa padrao utilizada no estudo. Foi observado que as
cepas respondem de maneira diferente aos antifingicos utilizados na pratica clinica
mesmo em individuos de mesma espécie corroborando a ideia de que é importante
se conhecer o perfil de sensibilidade aos antifungicos de todos os grupos de
microrganismos isolados de diferentes tipos de substratos. A maioria das cepas
apresentaram CIM menores ou iguais da Miltefosina quando comparados a acéo da
Anfotericina B.

Através do estudo histopatoldégico com as coloracdes utilizadas foi possivel
determinar o perfil histol6gico dos intestinos de pacientes portadores de DIl associado

a infeccbes por Candida.

A deteccao imunoquimioluminescente permitiu a quantificagéo da calprotectina
e da ADAM10 nos tecidos dos pacientes estudados com significAncia estatistica
relevante quando comparado com tecidos normais. Estes resultados ajudam a
consolidar a calprotectina como importante biomarcador no diagndstico e manejo das
doencas inflamatdérias intestinais, bem como, sugere a ADAM10 como potencial
biomarcador de doencas do sistema digestorio, principalmente, em relacdo as

doencas inflamatérias intestinais.
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5 CONCLUSAO

A Doenca Inflamatoria Intestinal apresenta grande importancia devido ao
aumento na incidéncia e prevaléncia nos ultimos anos ao redor do mundo. O Brasil é
considerado pais de baixa prevaléncia, apesar de publicacdes nacionais relatarem um

aumento de sua incidéncia nas ultimas décadas de pesquisa.

Com o presente estudo foi possivel verificar o perfil epidemiolégico dos
pacientes portadores de doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa atendidos no setor
de gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFPE, um setor de referéncia no

diagnéstico das doencas inflamatorias intestinais em Pernambuco.

Os resultados desse estudo demonstraram uma prevaléncia de DIl em
pacientes do sexo feminino, com uma idade média de 25,8 anos. Entre as doencas
avaliadas a maior ocorréncia foi de retocolite ulcerativa, e a mesalazina apresentou-
se como o farmaco mais utilizado no tratamento destes pacientes. Uma pequena
parcela dos acometidos relatou a ocorréncia de DIl associada a diabetes e/ou
hipertensdo, e um quantitativo menor dos entrevistados também se declarou fumante

ou ex-fumante.

Estudos epidemioldgicos sobre DIl no Brasil ainda sdo bastante escassos, e
até o presente momento nenhum trabalho avaliando o perfil epidemiolégico dos
pacientes com DIl em Pernambuco tinha sido realizado. Esses achados ratificam a
importancia de estudos desse género para uma maior compreensao e distribuicdo da

doenca no pais.

Com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel identificar a
ocorréncia de candidiase nos pacientes portadores de doenca de Crohn e Retocolite
Ulcerativa. A identificacao protedmica foi confirmada pela identificacédo por reacdo em
cadeia da polimerase e sequenciamento, mostrando que a técnica de MALDI-TOF MS
€ uma importante ferramenta na identificacdo das espécies de Candida.

As cepas de Candida apresentaram capacidade de producdo de biofilme
consideravel comparado a cepa padrao. Foi observado que as espécies respondem
de maneira diferente aos antifungicos utilizados comumente, mesmo em individuos
de mesma espécie, corroborando a ideia de que é importante se conhecer o perfil de

sensibilidade aos antifungicos dos grupos de microrganismos isolados de diferentes
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amostras. A Miltefosina se mostrou eficiente contra os isolados obtidos, sugerindo-a

como um possivel novo antifungico.

Através do estudo histopatolégico com as coloracdes utilizadas foi possivel
determinar o perfil histol6gico dos intestinos de pacientes portadores de DIl associado

a infeccbes por Candida.

A deteccdo de moléculas por imunoquimioluminescencia permitiu a
quantificacdo da calprotectina e da ADAM10 nos tecidos dos pacientes estudados
com significancia estatistica relevante quando comparado com tecidos normais. Estes
resultados consolidam e confirmam a calprotectina como importante biomarcador no
diagndstico e terapéutica das doencas inflamatérias intestinais, bem como, sugere a
ADAM10 como potencial biomarcador de doencas do sistema digestério,

principalmente, em relacédo as doencas inflamatérias intestinais.

A relacao das infec¢des por fungos em pacientes com DIl é complexa e pouco
elucidada. Portanto se faz necessario mais pesquisas para definir o papel da Candida
no processo natural das DIl para que se possa compreender de forma mais clara o
papel dos microrganismos na fisiopatologia da doenca de Crohn e da Retocolite

Ulcerativa.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE BIOCIENCIAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéao 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntério (a) da pesquisa: Estudo
histopatoldgico e avaliacdo de compostos bioativos frente aisolados de Candida
obtidos de pacientes com doencas inflamatdrias intestinais, que esta sob a
responsabilidade do (a) pesquisador (a) Anthony Alves dos Santos Junior, Residente
na Rua Capitdo Adolfo Taquis, 72, Afogados, Recife-PE, anthonyalvesl@gmail.com
Fone: (81) 99786.8260, Biomédico, Mestrando pelo Programa de Pd6s-graduacdo em
Biologia Aplicada a Saude — PPGBAS/LIKA/UFPE, Bolsista da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES e esta sob a orientacdo do
Prof. Dr. Mério Ribeiro de Melo-Junior, Universidade Federal de Pernambuco, Centro
de Ciéncias da Saude, Departamento de Patologia, Av. Prof. Nelson Chaves, s/n,
Cidade Universitaria, Recife-PE, mariormj@gmail.com, Fone: 98853.3380 Professor,
DE e Pesquisador. Também participam desta pesquisa: Profa. Dra. Rejane Pereira
Neves (81) 2126.8570, Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto (81) 9147-9644,
Dr. Humberto Gongalves Bertédo (81) 2126.8570.

Este Termo de Consentimento pode conter informagdes que o/a senhor/a nao
entenda. Caso haja alguma davida, pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando para
gue o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre sua participacdo na pesquisa. Apos
ser esclarecido (a) sobre as informagfes a seguir, caso aceite em fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a)

Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a)
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Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer
fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Essa pesquisa tem como objetivo verificar a ocorréncia de infec¢des por fungos do
género Candida em pacientes com Doencas Inflamatérias Intestinais (doenca de Crohn
e Retocolite Ulcerativa Inespecifica) e avaliar a sensibilidade destes fungos expostos a
acao de novas drogas com potencial antifungico in vitro, bem como realizar estudos
histopatologicos das biopsias obtidas no exame de colonoscopia. As coletas serdo
realizadas em pacientes atendidos e/ou internados no Servico de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas/UFPE, de acordo com solicitacgdo médica. No momento da
realizacdo do exame (colonoscopia) sera realizada uma bidpsia do intestino e em
seguida, um fragmento do tecido sera removido e acondicionado em tubos contendo
solucéo salina para diagndstico laboratorial micolégico. Apds a obtencao das amostras,
diagnéstico laboratoriais para infec¢cdo por leveduras as colbnias fangicas seréo
purificadas e identificadas, e as bidpsias seguirdo para processamento histopatoldgico.
As amostras clinicas dos pacientes envolvidos serdo coletadas no periodo entre
03/04/2017 e 02/04/2018 de todos os pacientes portadores de Doencas Inflamatorias
Intestinais atendidos e/ou internados no Servico de Gastroenterologia do Hospital das
Clinicas/UFPE. Aos pacientes participantes 0s prejuizos e riscos envolvidos na
pesquisa sdo minimos, devido a remocao do fragmento intestinal ser realizado no ato
do exame e néo sera de uso exclusivo da pesquisa sendo a coleta da amostra um
procedimento regular para diagnostico e tratamento dos pacientes. Os participantes
estardo sedados sob acompanhamento do médico responsavel e se caso algum
paciente tenha algum desconforto no momento do procedimento a equipe médica
responsavel adotard os protocolos padrBes para minimizar e reverter o quadro do
paciente. Os beneficios diretos aos participantes da pesquisa além dos resultados das
culturas e identificacdo dos microrganismos causadores de doencas (infeccdes)
incluem também, rapidez e precisdo no diagndéstico de agentes infecciosos, levando a
uma melhor deciséo clinica para um tratamento mais eficaz. O avan¢o do conhecimento
terapéutico esta diretamente relacionado a uma melhor compreensdo dos mecanismos
da doenca, permitindo que novos medicamentos sejam disponibilizados para uso
terapéutico, melhorando assim a qualidade de vida dos portadores das Doencas

Inflamatoérias Intestinais.
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As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntérios, a ndo
ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados em
computadores e livros de registros pessoais, sob a responsabilidade do pesquisador
Anthony Alves dos Santos Junior e Prof. Dr. Méario Ribeiro de Melo-Janior, nos

enderecos acima informados, pelo periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao). Fica também garantida
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na

pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF ,

abaixo assinado, ap0s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido

a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Estudo histopatolégico e avaliagéo de
compostos bioativos frente a isolados de Candida obtidos de pacientes com Doencas

Inflamatérias Intestinais”, como voluntario (a).

Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e

beneficios decorrentes de minha participacédo. Foi-me garantido que posso retirar o
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meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade

(ou interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Local e data:

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0
aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




APENDICE B - FICHA CLINICA

Paciente n°
Nome:
Idade: N° do Prontuario:
Natural: Procedente:
Telefone:
7 Crohn _
_ Doenca em 1 Sim
Patologia: 0 RCUI o
atividade?? 7 Nao
1 DIl
[ HAS
[1 DM _
Outras . 1 Sim
: [l Qutro: Soropositivo (a)?
patologias: 1 Né&o

Medicacfes em uso:
- Imunossupressor?
()Sim () Néao

- Antibiético?

()Sim () Néao

Tabagista?

[l Sim
[0 Nao

Cirurgia prévia?

1) COLETA DAS AMOSTRAS

Data: /

/

Termo de consentimento

Prontuério

Laudo da colonoscopia
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2) EXAME DIRETO

Data: / /
3) CULTURA

Data: / /

Data: / /

5) IDENTIFICACAO

Data: / /

6) TESTE DE SENSIBILIDADE

Data: / /
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE 4§ Qgiavar orme
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

ol

UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo histopatolégico e avaliacdo de compostos bioativos frente a isolados de
Candida obtidos de pacientes com Doencas Inflamatdrias Intestinais

Pesquisador: ANTHONY ALVES DOS SANTOS JUNIOR

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 63952217.6.0000.5208

Instituicio Proponente: LABORATORIO DE IMUNOPATOLOGIA KEISO ASAMI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.955.690

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado apresentado ao Programa de Pos Graduacao em Biologia Aplicada a
Saude PPGBAS/LIKA, pelo aluno ANTHONY ALVES DOS SANTOS JUNIOR, sob a orientacao

dp prof.° Dr. Mario Ribeiro de Melo Junior.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Realizar analise histopatologica, verificar a ocorréncia de candidiase em pacientes com doencas
inflamatérias intestinais (doenca de Crohn e retocolite ulcerativa inespecifica) e avaliar a sensibilidade dos
agentes etiologicos expostos a acdo de compostos bioativos com potencial antifingico in vitro.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios diretos aos participantes da pesquisa além dos resultados das culturas e identificacdo dos
microrganismos causadores de (infeccées) inclui também, rapidez e

precisao no diagnoéstico de agentes infecciosos, levando a uma melhor decisdo clinica

para um tratamento mais eficaz. O beneficio indireto vira do avan¢o do conhecimento terapéutico que esta
diretamente relacionado a uma melhor compreensdo dos mecanismos da doenca, permitindo que novos
medicamentos sejam disponibilizados para uso terapéutico,

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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melhorando assim a qualidade de vida dos portadores das Doencas Inflamatérias Intestinais.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O tema é relevante. As doencas inflamatérias intestinais constituem um importante problema de salde
publica. Elevada morbidade, principalmente quando associada a infecgSes secundarias. Dessa forma, existe
a necessidade de se descobrir novas estruturas principalmente com propriedades antifingicas. A obtencdo
sintética dessas estruturas € uma alternativa que pode conduzir ao desenvolvimento de novas drogas,
habilitadas para serem administradas em pacientes com quadros clinicos sistémicos e oportunistas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1-Folha de rosto assinada e carimbada pelo diretor do LIKA e com o visto da diretoria de pesquisa do
HC/UFPE; 2-Carta de anuéncia do servico de gastroenterologia do HC; 3-Carta de anuéncia do
Departamento de Micologia; 4-Termo de compromisso e confidencialidade; 5-Lattes de todos os
pesquisadores anexados; 6- TCLE para maiores de 18 anos adequado; 7- Projetos em ambos os formatos

adequados;

Recomendagodes:

Entendemos que o primeiro objetivo secundario "Coletar fragmento do colon" ndo se trata de um objetivo e
sim de uma etapa/ procedimento que deve ser realizado para que os objetivos sejam alcancados. Desse
modo sugerimos que seja corrigido em ambos os projetos.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada ap6s o envio da Notificacdo com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrucdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apéds apreciacdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto,

Endereco: Av. da Engenharia s/in°® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (31)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, € obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item X.1.3.b., da Resolugcdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5, da Resolucdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/01/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 855016.pdf 11:06:24
Projeto Detalhado / | projetomestradolika.pdf 23/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
Brochura 11:06:07 |DOS SANTOS
Investigador JUNIOR
Outros comprovantedevinculo.pdf 22/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito

00:31:42 |DOS SANTOS
JUNIOR
TCLE / Termos de |TCLE.pdf 22/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
Assentimento / 00:30:16 |DOS SANTOS
Justificativa de JUNIOR
Auséncia
Qutros termodeconfidencialidade_pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:12:12 |DOS SANTOS
JUNIOR
Qutros lattesreginaldo.pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:11:32 |DOS SANTOS
JUNIOR
Qutros lattesrejane._pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:10:02 |DOS SANTOS
JUNIOR
Outros latteshumberto._pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:09:29 |DOS SANTOS
JUNIOR
Qutros lattesmario_pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:09:11__|DOS SANTOS
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Qutros lattesmario.pdf 20/01/2017 |JUNIOR Aceito
00:09:11
Outros lattesanthony.pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:08:40 (DOS SANTOS
JUNIOR
Declarac3o de Anuenciamico.pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
Instituicao e 00:05:00 (DOS SANTOS
Infraestrutura JUNIOR
Declaracao de anuenciahc.pdf 20/01/2017 [ANTHONY ALVES Aceito
Instituicdo e 00:04:43 |DOS SANTOS
Infraestrutura JUNIOR
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 20/01/2017 |ANTHONY ALVES Aceito
00:01:36 |DOS SANTOS
JUNIOR

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

RECIFE, 09 de Marco de 2017

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)
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