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RESUMO

A integridade epitelial e da matriz extracelular é fundamental para manutencao da
saude do trato gastrintestinal. No entanto, tanto na DC quanto na RCU, a
permeabilidade intestinal é prejudicada, o que resulta na invasdo de numerosas
bactérias, seguida por infiltragdo de células imunes no intestino e desencadeamento
do processo inflamatério caracteristico dessas doencas. No presente trabalho os
anticorpos para os antigenos da calprotectina, ADAM10, ADAM15 e complexo B -
catenina e e-caderina foram submetidos a conjugacdo com éster de acridina para
deteccdo histoquimiluminescente e imunoistoquimica para avaliagdo da matriz
extracelular em biopsias de pacientes com doenga de Crohn (n = 49) e retocolite
ulcerativa (n = 105). As caracteristicas histopatolégicas das amostras foram descritas
através da aplicagao das técnicas histoquimicas de hematoxilina e eosina, picrosirius
red, tricromico de Masson, acido periédico de Shiff e azul de Alcian. O perfil
epidemioldgico dos pacientes foi estabelecido através de aplicagdo de questionario
sociodemografico e analise dos prontuarios. No estudo histoquimiluminescente os
valores de calprotectina, juntamente com a analise dos prontuarios permitiu a
categorizagao dos grupos com doenga ativa (DC n =33 e RCU n =74) e em remissao
(DC n = 16 e RCU n = 31). Na analise do colageno intersticial observou-se maior
percentual de colageno nos tecidos de pacientes em remissao para ambas as formas
de DIl. Resultados parciais demonstraram uma maior expressdo de ADAM 10 e 15
nos grupos com DC ativa e em remiss&o foram estatisticamente significativos quando
comparados entre si e com os controles (p < 0,05). Para RCU os valores das ADAMs
foram estatisticamente significativos apenas quando comparados com o grupo
controle. O complexo B-catenina + e-caderina mostrou alteracbes na
imunorreatividade apenas em amostras de pacientes com ulceragao da mucosa.

Palavras chave: doenca de Crohn; proctocolite; matriz extracelular; medi¢cdes
luminescentes; imunoistoquimica.



ABSTRACT

Epithelial and extracellular matrix integrity is essential for maintaining the health of the
gastrointestinal tract. However, in CD and UC, intestinal permeability is impaired,
which results in the invasion of numerous bacteria, followed by infiltration of immune
cells in the intestine and triggering the inflammatory process characteristic of these
diseases. In the present work, antibodies to the antigens of calprotectin, ADAM10,
ADAM15 and B-catenin and e-cadherin complex were submitted to conjugation with
acridine ester for histochemiluminescent detection and immunohistochemistry to
evaluate the extracellular matrix in biopsies of patients with disease Crohn's disease
(n = 49) or ulcerative colitis (n = 105). The histopathological characteristics of the
samples were described through the application of hematoxylin and eosin
histochemical techniques, picrosirius red, Masson's trichrome, Shiff's periodic acid and
Alcian blue. The epidemiological profile of patients was established through the
application of a sociodemographic questionnaire and analysis of medical records. In
the histochemiluminescent study, the values of calprotectin, together with the analysis
of the medical records, allowed the categorization of groups with active disease (DC n
=33 and UC n = 74) and in remission (DC n = 16 and UC n = 31). In the analysis of
interstitial collagen, a higher percentage of collagen was observed in the tissues of
patients in remission for both forms of IBD. Partial results showed a greater expression
of ADAM 10 and 15 in the groups with active and remission CD were statistically
significant when compared with each other and with controls (p <0.05). For RCU, the
values of ADAMs were statistically significant only when compared to the control
group. The B-catenin + e-cadherin complex showed changes in immunoreactivity only
in samples from patients with mucosal ulceration.

Keywords: Crohn’s disease; proctocolitis; extracellular matrix; luminescent
measurements; immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO

As doencas inflamatérias intestinais (DII) que incluem a doenga de Crohn (DC)
e a retocolite ulcerativa (RCU) sédo descritas como condigbes crénicas de etiologia
multifatorial marcadas por episédios recorrentes de inflamagcdo do trato
gastrointestinal (Graham & Xavier, 2020).

Embora haja divergéncias no que diz respeito a incidéncia, sitio anatdomico de
envolvimento, apresentacgao clinica, evolucao e resposta terapéutica, os subtipos DC
e RCU compartilham os mesmos aspectos etiolégicos (Roda et al., 2020; Taku et al.,
2020). A incidéncia em ascensdo, principalmente em paises industrializados
ocidentais, indica que o surgimento das DIl esta relacionado a redugdo da frequéncia
de infecgbes entéricas, devido a melhorias nas condigbes de higiene e
armazenamento de alimentos. Bem como a uma maior exposi¢gao e consumo a
produtos industrializados e ultraprocessados, que geram estresse celular a longo
prazo (Greuter & Vavricka, 2019).

Modelos experimentais e estudos clinicos propdem que este surgimento é
decorrente da ag&do conjunta de fatores ambientais, imunoldgicos, microbiologicos e
geneéticos, que resultam em alteragbes na integridade da barreira mucosa intraluminal
intestinal (Garber & Regueiro, 2019). O fluxo transepitelial de bactérias entéricas
promove ativagao da imunidade inata desencadeando o processo patoldgico no trato
gastrintestinal (Khalili et al., 2018; Torres et al., 2018).

Os sintomas dos pacientes podem ser indicadores de inflamacao e atividade
da doencga, mas s&o subjetivos e, muitas vezes, influenciados por outros fatores n&o
inflamatorios da doenga, como a fibrose. A combinagdo dos sinais e sintomas dos
pacientes com DIl é utilizada em varios indices clinicos que foram criados para
calcular a atividade inflamatodria Crohn's Disease Activity Index (CDAI) para DC e
Ulcerative Colitis Activity Index (UCAI) para RCU (Abu-Sbeih et al., 2020; Hazel &
O’Connor, 2020).

Na auséncia de um sintoma patognomoénico para o diagnostico da DC que
possibilite a diferenciagcdo com a RCU, outras formas de enterocolites e a sindrome
do intestino irritavel, o diagnostico diferencial é baseado na avaliagdo conjunta de
dados clinicos, histérico do paciente, localizacdo e extensao das lesdes, exames
contrastados de transito intestinal e analises laboratoriais, radiolégicas, endoscopicas
e histologicas (Abraham, Ahmed & Ali, 2017, Friedrich, Pohin & Powrie, 2019).
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A mucosa intestinal inflamada contém um grande numero de neutrodfilos e
proteinas derivadas dessas células, como a alfa-1-antitripsina, elastase, calprotectina
e lactoferrina. A calprotectina representa 60% da proteina do citosol de neutroéfilos e
desempenha fungdes imunorreguladoras e antimicrobianas (Zhou & Liu, 2017). Por
refletir as condi¢gbes de infiltragcdo leucocitaria na mucosa intestinal e participar
ativamente da patogénese das DII, a calprotectina se torna um marcador ideal para
avaliagdo do processo inflamatério na DC e na RCU (Khaki-Khatibi et al., 2020).

As alteragdes nos componentes da matriz extracelular (MEC) em toda a
estrutura do intestino € uma caracteristica importante das DIl. Essas mudangas levam
a alteragcdes comportamento celular e tecidual, incluindo promocédo e sustentagao
processos inflamatdrios. Sendo assim, fragmentos de moléculas da MEC (ADAMs,
metaloproteinases e colageno) podem funcionar como biomarcadores promissores na
avaliacdo da atividade doenca e pode representar alvos terapéuticos uteis no futuro
(Petrey & Carol, 2017).

O epitélio é fundamental para manutencdo da saude intestinal. No entanto,
tanto na DC quanto na RCU, a permeabilidade intestinal € prejudicada, o que resulta
na invasdo de numerosas bactérias, seguida por infiltragcdo de células imunes no
intestino e desencadeamento de sintomas intestinais na DIl. Nesse contexto, o
complexo e-caderina e [-catenina pode exercer um papel importante dentro da
fisiopatologia da DC e RCU (Manon-Jensen et al., 2020).

Os ensaios imunoquimiluminescentes apresentam uma elevada sensibilidade
(superior aos ensaios espectofotométricos e fluorimétricos) por permitirem detecgao
na faixa de fentomoles ou atomoles (10-'° a 10"® mol) com grande estabilidade
analitica (Roda, Seidel & Niessner, 2011). Estes ensaios baseiam-se na detecgéo da
emissdo de luz, decorrente da reagdo entre o antigeno e anticorpo marcados por
compostos quimiluminescentes, como o éster de acridina (Brown et al., 2009).

Diante do exposto, os ensaios histoquimiluminescentes e imunoistoquimicos
para componentes essenciais da matriz, tais como: ADAMs, colageno, e-caderina e
B-catenina em bidpsias de pacientes diagnosticados com DIl possibilitara a
compreensao do papel da MEC na patogénese da DC e da RCU.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas Inflamatorias Intestinais

O trato gastrintestinal (TGI), que se estende da cavidade bucal ao &nus (canal
alimentar), e os 6rgaos anexos (dentes, lingua, glandulas salivares, figado, vesicula
biliar e pancreas) constituem o sistema digestério. As estruturas do TGl incluem: boca,
faringe, es6fago estbmago, intestino delgado, intestino grosso, reto e anus. A estrutura
histologica geral do canal alimentar é constituida por 4 camadas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa (Kim, 2017).

As doencgas inflamatdrias intestinais (DIl) sdo definidas como processos
inflamatorios cronicos, de etiologia multifatorial, que acometem o TGI. Caracterizadas
por episodios recorrentes de inflamacgao intercalados por periodos de acalmia, com
ampla variedade de manifestacgdes clinicas (Glassner, Abraham & Quigley, 2020).

A doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU) representam as
principais formas de DIl. Apesar de serem doengas com sitios anatdmicos distintos,
elas compartilham aspectos clinicos e epidemiolégicos que sugerem a possibilidade
de fatores etiopatogénicos comuns (Glassner, Abraham & Quigley, 2020).

A localizagdo anatbmica e o grau de inflamagdo determinam os sintomas
predominantes destas afec¢gdes que podem incluir dor abdominal, diarreia e
sangramento retal. Frequentemente lesées em regiées como pele, olhos, articulagdes,
pulm&o, genitalia, figado, que geram variados sintomas, também sao descritos nestas
afecgdes (Yangyang & Rodriguez, 2017).

O desequilibrio da microbiota comensal entérica (Glassner, Abraham &
Quigley, 2020), a desregulagdo do aparato imunoldgico da mucosa intestinal e a
suscetibilidade a mutagbes genéticas nos genes nucleotide-binding oligomerization
domain containing 2 (NOD2) e ftoll-like receptors (TLR) também s&o fatores
contributivos para patogénese das DIl (Graham & Xavier, 2020).

O desenvolvimento das DIl (Figura 1) é atribuido a agao de diversos fatores
ambientais relacionados principalmente a adogdo de dietas ocidentais, tabagismo,
estresse e até mesmo a melhorias nas condi¢des de higiene e de armazenamento de
alimentos que reduzem significativamente a frequéncia de infecgcbes entéricas

(Caruso, Bernard & Nufiez, 2020). Tem-se que a exposi¢gao a microrganismos durante
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as primeiras fases da vida confere uma protecdo contra o desenvolvimento de

autoimunidade em fases mais tardias (Lavelle & Sokol, 2020).

Figura 1. Quadro conceitual da patogénese das DI|
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As DIl afetam individuos de diversas partes do mundo (Figura 2). As taxas de
incidéncia variam de 3,1 a 20,2 casos novos por 100.000 habitantes por ano para a
DC e 2,2 a 19,2 por 100.000 habitantes para RCU (Kaplan & Windsor, 2021).

A prevaléncia € de mais de 200 casos por 100.000 habitantes no Ocidente.
América do Norte, Inglaterra, Escandinavia e paises da Regido do Norte da Europa
sdo classificadas como areas com altos indices de DII, Sul da Europa, Africa do Sul,
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Austrélia e Nova Zelandia sdo as regides de incidéncia intermediaria e na Asia e
América do Sul sdo considerados como regides com incidéncia em crescente

aceleragao (Kaplan & Windsor, 2021).

Figura 2: Mapa epidemiolégico global da evolugédo da DIl em 2020.
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Fonte: Adaptado de Kaplan & Windsor, 2021.

Na virada do século XXI, a doenca inflamatdria intestinal tornou-se uma doencga
global, com incidéncia acelerada em paises recém-industrializados, incluindo o Brasil.
(Kaplan & Windsor, 2021).

Nos Estados Unidos, cerca de 1,4 milhdes de pessoas apresentam uma das
formas de DIl na Europa 2,2 milhdes e no Canada cerca de 150 mil pessoas.
Importantes trabalhos retrospectivos demonstraram que esta havendo uma tendéncia
mundial para o aumento da incidéncia da DC no mundo, incluindo o Brasil, embora
ainda nao existam estudos epidemiolégicos concretos (Mak et al., 2020; Gasparini,
Sassaki & Saad-Hossne, 2018; Quaresma, Kaplan & Kotze, 2019).

Segundo o DATASUS, no Brasil entre janeiro de 2008 e maio de 2021
houveram 57.418 internagdes com 1452 mortes relacionadas as doengas
inflamatorias intestinais. Na regido nordeste, neste mesmo periodo, 11.116
internagdes foram relatadas, sendo 3.562 casos no estado de Pernambuco.



19

Existe uma predominancia das DIl em pessoas caucasianas. A faixa etaria mais
susceptivel compreende individuos de vinte a quarenta anos. Nao ha predominancia
de sexo, mas uma possivel associagao com grupos étnicos especificos (Greuter et al.,
2020). A diferenciacao entre incidéncia e prevaléncia, de acordo com a base étnica,
localizagéo urbana e rural da populagéo, também é descrita. Estudos epidemiolégicos
tém consistentemente documentado maior incidéncia na populagdo dos judeus
ashkenasi do que na populagdo ndo judaica. Prevalece, ainda, em moradores de
areas urbanas, pessoas de classes econdmicas mais altas, fumantes e parentes de
primeiro grau de individuos acometidos por DIl (Benchimol et al., 2014; Jairath &
Feagan, 2020).

Um outro aspecto relevante € o aumento da incidéncia de DIl em paises cujas
condi¢cdes socioecondmicas vém sendo melhoradas, como, por exemplo, em paises
da América Latina indicando uma forte influéncia ambiental na patogénese das DI|
(Gasparini, Sassaki & Saad-Hossne, 2018).

A DC e a RCU foram consideradas raras nos paises da América do Sul, porém
estudos recentes apresentaram um aumento significativo da incidéncia destas
doengas na literatura. No meio clinico, estas doengas ndo sao consideradas de
notificagdo compulsadria, 0 que nos leva a conjeturar que as DIl podem n&o estar sendo
diagnosticadas corretamente. Uma vez que os prontuarios médicos registram altas
taxas de diarreias de etiologia bacteriana ou parasitaria (Quaresma, Kaplan & Kotze,
2019).

2.1.1 Doenca de Crohn

A doencga de Crohn (DC) constitui uma desordem descontinua e transmural.
Inicialmente, é caracterizada por inflamagdo superficial com formacado de
estreitamentos fibroestenosantes e transpassando a parede intestinal, que
posteriormente evolui para a formagéao de fistulas (Roda et al., 2020).

O processo inflamatério na DC é subsequente a uma resposta imunologica
exacerbada e mediada pelos linfocitos T auxiliar 1 (Th1) e T auxiliar 17 (Th17), levando
a produgao de diversas citocinas inflamatdrias, incluindo IFN-y (interferon gama),
interleucinas (IL) 6, 17A, 17F, 21, 22 e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), que
desencadeiam o processo inflamatério e uma série de sinais e sintomas clinicos
(Figura 3) (Friedrich, Pohin & Powrie, 2019; Neurath, 2014).
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Figura 3: Fisiopatologia da doenga de Crohn
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A DC pode acometer qualquer porgao do trato gastrointestinal de forma uni ou
multifocal, sendo considerada uma manifestagcao heterogénea, de carater multifatorial
(Figura 4). Uma vez que o diagndstico da doenga de Crohn seja estabelecido, os
pacientes devem ser fenotipados de acordo com a classificacdo de Montreal e
rastreados para manifestagcdes extra-intestinais ou doencas autoimunes associadas.
Uma avaliacao da atividade da doenga em combinagao com fenétipo e caracteristicas
endoscopicas ajuda a estratificar os pacientes e permite a escolha do melhor regime
terapéutico, uma vez que esses fatores sdo importantes preditores do curso da

doencga e suas possiveis complicagdes (Gajendran et al., 2018).
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Figura 4: Localizagdo anatdmica e fenétipos das lesdes na doenga de Crohn
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Fonte: Gajendran et al., 2018.

A valvula ileocecal é acometida mais frequentemente, seguida das porg¢des
distais do ileo terminal, do segmento do intestino delgado e do colon ascendente.
Macroscopicamente, notam-se areas hiperémicas permeadas por areas de
exsudagao na serosa. A mucosa exibe Ulceras aftéides que podem evoluir para
ulceras hemorragicas, serpiginosas ou lineares (Roda et al., 2020; Feuerstein &
Cheifetz, 2017).

Microscopicamente na DC, podem-se observar alteracbes na arquitetura de
vilosidades e criptas e metaplasia pilérica. Os achados histopatolégicos mais comuns
incluem: hiperplasia das células de Paneth, metaplasia das glandulas piloricas,

hiperplasia fiboromuscular, inflamagao transmural, presenga de granulomas, abcesso
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das criptas, lesbes ulcerosas e muscularizagao obliterativa da submucosa (Figura 5)
(Gordon et al., 2020).

Figura 5: Aspectos histopatoldgicos gerais da doenga de Crohn
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Fonte: Gordon et al., 2020.

Na mucosa ha aumento do infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario, além de
macrofagos, eosindfilos e neutrofilos que se estendem da mucosa até a serosa (Roda
et al., 2020). Os neutrodfilos, durante a fase ativa da doencga, agridem o epitélio
glandular ocasionando as cripitites ou formando microabcessos (Conrad et al., 2019;
Schofield & Haboubi, 2020).

Em estenoses associadas a DC, as areas de fibrose submucosa séao
pronunciadas e acompanhadas por hiperplasia da mucosa, que fica espessa. Além da
hiperplasia, a camada muscular exibe fibras desordem e deposi¢cao excessiva de
matriz extracelular. Dentro da submucosa, nervos hipertréficos estdo frequentemente
presentes, e artérias e veias podem mostrar hiperplasia fibromuscular. O envoltério

de gordura, ou “fat wrapping”, presente no mesentérico e estendendo-se ao longo da
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borda anti-mesentérica do intestino € uma importante caracteristica patologica
frequentemente associada a estenose do intestino delgado (Gordon et al., 2020).

Os sinais e sintomas clinicos variam de acordo com o fendétipo (inflamatério,
fistulizante ou estenosante) apresentado pelo paciente e incluem diarreia intermitente,
dor abdominal, perda ponderal e sangramento retal. Estes fenotipos sdo determinados
pela localizagdo, extensdo e severidade do padrdo inflamatério, que tendem a
permanecer constantes ao longo da vida do paciente diagnosticado e tratado
precocemente (Roda et al., 2020; Schofield & Haboubi, 2020).

Existe uma grande prevaléncia de manifestagdes extraintestinais (Figura 6),
podendo ocorrer alteracdes cutaneas, renais, circulatérias, oculares, articulares e
neoplasicas, tais como: uveite, poliartrite migratoria, sacroileite, espondilite
anquilosante, eritema nodoso, baqueteamento digital, adenocarcinoma intestinal
(Marotto et al., 2020).

Figura 6: Manifestagbes extraintestinais na doenga de Crohn
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As metas do tratamento da DC incluem a inducéao e a cicatrizacdo da mucosa.
A escolha da terapia € fundamentada em estudos que avaliam a heterogeneidade dos
segmentos do trato gastrointestinal envolvidos, o padrao da doencga, a severidade dos
sintomas apresentados e a resposta a terapias anteriores (Ho et al., 2006). As op¢des
terapéuticas incluem terapia biologica (farmacos anti-TNF e anti-integrinas),
imunossupressores, antimicrobianos e glicorticoide. Usualmente as diretrizes
preconizam uma abordagem farmacologica com utilizagao inicial de terapias menos
toxicas e resguardando as terapias com maior risco de toxicidade para os pacientes
mais refratarios (Sulz et al., 2020).

As resseccgdes cirurgicas ou enteroplastias, apesar de proporcionarem alivio
imediato das complicagdes como estreitamentos e fistulas, ndo constituem um recurso
curativo por ser comum a recorréncia pos cirurgica. Sendo assim, um recurso

reservado aos casos de intratabilidade clinica ou doenga refrataria (Sulz et al., 2020).

2.1.2 Retocolite Ulcerativa

A retocolite ulcerativa (RCU) acomete a mucosa colorretal, raramente incluindo
o ileo terminal. Ao contrario dadoencga de Crohn, a RCU normalmente nao afeta a
espessura completa da parede intestinal, permanecendo restrita a mucosa (Figura 7).
O padrao inflamatério tende a ser simétrico, continuo e difuso, ndo havendo mucosa

sadia intercalando as lesdes (Taku et al., 2020).

Figura 7: Localizagdo anatdémica das les6es na retocolite ulcerativa
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Fonte: Adaptado de Baghaei et.al., 2019.
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A resposta imunoldgica € dependente da ativagdo dos linfécitos T auxiliar 2
(Th2) e T auxiliar 17 (Th17), interleucinas (IL) 4, 5, 6, 13, 17, 21, 22, e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e mediada por células especializadas, tais como células natural
killer (NK) (Figura 8). Este padrao celular é responsavel pela citotoxicidade das células
epiteliais na RCU (Friedrich, Pohin & Powrie, 2019; Neurath, 2014).

Figura 8: Fisiopatologia da retocolite ulcerativa
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A serosa nao exibe alteragdes. Contudo, a mucosa exibe aparéncia
hemorragica, eritematosa e granular. As ulceras, quando presentes, s&o superficiais.
Outro aspecto relevante é a presenca de pseudopdlipos frequentemente localizados
no colén e no sigmoide (Taku et al., 2020; Feuerstein & Cheifetz, 2017).

Histologicamente, nota-se a presenga de distor¢do arquitetural das criptas e,
eventualmente, esta associada a presenga de criptites e por aglomerados de
neutrofilos no lumen das criptas, os chamados abcessos cripticos (Figura 9). O
infiltrado inflamatério exibe plasmocitose basal (Papi et al.,, 2013). Outras
caracteristicas incluem aumento de celularidade da lamina prépria, metaplasia das
células de Paneth, deplecado de muco, edema e atrofia da mucosa, congestao vascular
e hemorragia focal (Conrad et al., 2019; Rosenberg et al., 2013; Yantiss & Odze,
20086).
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Figura 9: Aspectos endoscopicos e histologicos da retocolite ulcerativa
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Fonte: Adaptado de Taku et.al., 2020.

Os sintomas variam de acordo com a area comprometida e o grau de
intensidade do processo inflamatdrio e incluem febre, inapeténcia, perda de peso e
anemia. Do ponto de vista clinico, presenga de sangue nas fezes € a queixa mais
recorrente de pacientes com RCU associada com outros sintomas como diarreia,
tenesmo, urgéncia evacuatoria e dor abdominal (Hazel & O’Connor, 2020).

Assim como na DC, a RCU também apresenta manifestagdes extraintestinais
durante a doenga ativa, neste contexto citam-se as artrites periféricas, eritema
nodoso, aftas orais e episclerite como as principais afec¢des relatadas (Algaba et al.,
2021).

A RCU é classificada de acordo com o grau de intensidade e extensdo da lesao
que acomete os segmentos, podendo ser leve, moderada ou grave e definida como
proctite ulcerativa quando limitada ao reto, colite distal quando o envolvimento
compromete até a flexura esplénica e pancolite quando o envolvimento & proximal a
flexura esplénica (Conrad, Roggenbuck & Laass, 2014).

Pacientes com RCU tém risco aumentado de desenvolver cancer colorretal
quando comparado a populagéo geral. O risco relativo é estimado em 2,75, ou seja,
cerca de 20% dos pacientes poderao desenvolver cancer. Este risco € proporcional a
extensao e gravidade da lesédo, ao tempo da doenga e ao historico familiar de cancer
do célon. Cabe ressaltar, que pacientes com DC com comprometimento do célon
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apresentam os mesmos riscos que pacientes com RCU (Rabbenou & Uliman, 2020).
A carcinogénese € atribuida a ativacdo prolongada das vias de sinalizagéao
responsaveis pela renovacgao celular constituem fatores determinantes para formacéao
de lesbes pré-malignas (Campos-Silva et al., 2020).

Os segmentos farmacoterapéuticos de escolha para o tratamento da RCU se
baseiam no uso de medicamentos anti-inflamatérios, imunossupressores e
antimicrobianos. Outras propostas terapéuticas abrangem o uso de probidticos com a
finalidade de restaurar o equilibrio da microbiota entérica e oxigenoterapia hiperbarica
para o tratamento das complicagodes fistulizantes (Kayal & Shah, 2020).

A principal indicagao de cirurgia eletiva inclui pacientes com quadro clinico n&o
responsivo ao tratamento medicamentoso, pacientes com interferéncia direta na
qualidade de vida e aqueles cuja sintomatologia s6 poderia ser controlada com
tratamentos em longo prazo e com efeitos colaterais excessivos. O tratamento

cirurgico da RCU, diferentemente da DC, tende a ser curativo (Kayal & Shah, 2020).

2.2 Matriz Extracelular e as DlI

A matriz extracelular (MEC) é uma complexa e dindmica cole¢do de
glicoproteinas, proteinas e glicosaminoglicanos (GAG), que compreende o ambiente
externo de cada célula, controlando a estrutura, a organizagao e a hidratagédo de todos
os tecidos, além de ser fundamental nos processos de leséo e reparo tecidual (Petrey
& Carol, 2017).

O tecido conectivo que compde a MEC apresenta fungdes muito além do
preenchimento dos espagos entre as células. Esta matriz fornece elementos
essenciais que compdem uma variedade de mecanismos mecanicos, incluindo a
interacdo com mecanica receptores, por exemplo, atuando como um reservatério para
fatores de crescimento e citocinas e fornecendo um ambiente que facilita a troca e a
eliminagéo de nutrientes (Petrey & Carol, 2017).

A estrutura da MEC durante um processo patologico € alterada pela
modificagdo na expressdo e na ativacdo de enzimas modificadoras de matriz. A
destruicdo tecidual que ocorre durante um processo inflamatério € mediada pelas
metaloproteinases (MMPs), derivadas de leucécitos (Figura 10). Os produtos de
degradacgao da MEC sao considerados DAMPs, que sao reconhecidos por receptores
Toll-like e acionam as respostas imunoldgicas (Al-Ghadban et al., 2016).
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Figura 10: Reconhecimento do dano pelo sistema imune inato e a resposta
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Embora a fungdo de muitos fragmentos da MEC ainda precisa ser investigada
diretamente nas DII, niveis circulantes dos neoepitopos de colageno, laminina e
vimentina correlacionam-se com subtipos de DIl, e podem ser uteis para discriminar
retocolite ulcerativa da doenga de Crohn (Holmberg et al., 2018).

O epitélio intestinal se conecta a matriz através da membrana basal, que € uma
estrutura rica em elementos estruturais, principalmente colagenos. A arquitetura da
membrana basal, consiste em uma estrutura filamentosa densa com numerosos,
dinamicamente fenestragbes remodeladas que facilitam a agua e transporte de
nutrientes, bem como conexdes entre células acima e abaixo da membrana basal. O
epitélio intestinal representa um mecanismo de barreira fisica que evita a infecgéo da
mucosa subjacente tecido (Moriggi et al., 2018).

A regeneracgao da barreira intestinal é baseada na proliferacédo de células-
tronco intestinais, que estdo localizadas na base das criptas. Onde as células
progenitoras sofrem rapida proliferagdo antes da diferenciagdo. Apos a diferenciagao,
as células migram ao longo do eixo cripta-vilosidade ao topo das criptas (célon) ou as
pontas das vilosidades (intestino delgado), respectivamente. Apds aproximadamente
34 dias, as células do tecido epitelial intestinal sofrem apoptose e s&o eliminadas no

lumen intestinal. Curiosamente, varios defeitos nas etapas de diferenciacao distintas
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foram encontrados para causar disfuncédo da barreira levando a inflamacgao intestinal
e até mesmo processos neoplasicos malignos (Sina, Kemper & Derer, 2018).

Os mecanismos de regulagdo mais conhecidos de descamacgao epitelial
envolvem recorte da matriz da membrana basal através de aumento da expressao e
ativacao de MMPs. Estudos recentes mostraram que MMP9 aumenta permeabilidade,
aumenta a apoptose epitelial e promove perda de células caliciformes durante a
retocolite (Goffin et al., 2016).

A submucosa é uma densa rede de tecido conectivo formada por fibroblastos,
musculo liso, células, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. A MEC da
submucosa consiste em um arranjo de fibras de colageno diagonais que fornecem a
flexibilidade essencial necessaria durante o peristaltismo (Petrey & Carol, 2017).

Os principais subtipos de colageno no normal tecidos sao tipo | (70%), tipo Il
(20%) e tipo V (12%). No entanto, durante a inflamagao, células se infiltram na
submucosa, onde podem liberar enzimas que degradam a matriz e iniciam um ciclo
de degradacao e sintese de novos componentes da MEC. A inflamac&o crénica leva
a alteragbes na composicao celular e molecular da submucosa (Petrey & Carol, 2017).

O tecido de pacientes com DIl é caracterizado por um aumento no colageno
total, bem como aumentos no colageno tipo Illl e V, que podem contribuir
significativamente para o enrijecimento da MEC. Os produtos de degradacdo do
colageno produzidos por MMPs s&o liberados nas redondezas tecido, onde esses
fragmentos de MEC atuam como quimiocinas, capazes de aumentar o recrutamento
de neutrdfilos (Goffin et al., 2016).

A fibronectina €& outro componente da MEC na submucosa que regula o
comportamento celular responsavel pelas interagdes célula-matriz. Além de promover
a migracao e a proliferagédo de fibroblastos a partir do aumento da biodisponibilidade
de TGF-b. A fibronectina também se liga ao TNF-a, que promove a quimiotaxia e a
expressao de MMP9 em mondcitos. Em DI, deposic¢ao de fibronectina € aumentada
nos pacientes com lesdes na submucosa (Burke et al., 2008).

Em comparacdo com controles saudaveis, as células musculares lisas
intestinais e fibroblastos produzem niveis aumentados de acido hialurénico em tecidos
com DIl. Modelos murinos de colite demonstrara que a deposicdo desse
glicosamicoglicano n&o sulfatado compreende um evento precoce na inflamagéo
tecido intestinal, precedendo e promovendo leucécitos infiltragcdo, desempenhando
um papel crucial na condugédo da inflamacgao (Kessler et al., 2008).



30

2.3 Biomoléculas relacionadas as DII

Os marcadores laboratoriais classicos de atividade inflamatéria como VHS
(velocidade de hemossedimentagdao), PCR (proteina C reativa), contagem de
plaquetas e leucécitos, hemoglobina, ferro sérico, e albumina sdo utilizados para o
acompanhamento de DIl (Chen et al., 2020). Geralmente, na doenga ativa ocorre
aumento do numero de leucdcitos, mas o uso de corticoide, medida terapéutica
frequentemente necessaria nestes casos, pode ser responsavel por este aumento.
Portanto, os parametros acima descritos sao inespecificos para a DIl ativa o que
impossibilita a utilizagdo como marcadores patognoménicos na pratica clinica (Boden
et al., 2018; Kessel et al., 2021).

A colonoscopia com biopsia é descrita como melhor método para avaliar a
inflamacéo, sua localizagdo, extenséo e gravidade. Neste cenario ainda indefinido de
real avaliacdo da atividade inflamatéria, pesquisadores tém buscado outros
marcadores como fator de crescimento endotelial (EGF), fatores de coagulagéo e a
IL-6 que possam estar ligados a inflamacgao (Kessel et al., 2021; Nanini et al., 2018).

Proteinas de granulos de neutréfilos tém sido marcadas e estudadas como
indicadores de inflamacdo do trato gastrointestinal, incluindo calprotectina,
lactoferrina, elastase de polimorfonucleares, lisozima, entre outras moléculas (Khaki-
Khatibi et al., 2020). Estes biomarcadores de atividade inflamatéria tém mostrado
resultados promissores como ferramentas de diagnostico e acompanhamento das
enfermidades intestinais por ndo estarem elevados em condi¢gdes inflamatorias
extraintestinais, constituindo assim indicadores de les&o gastrointestinal (Khatibi et al.,
2020; Fukunaga et al., 2018).

Alguns estudos tém comparado principalmente calprotectina e lactoferrina com
avaliacdo colonoscopica e histologica na verificagdo da inflamagéo intestinal em
pacientes com DIl (Johnson, White & Schmidt, 2020; Guardiola et al., 2014). Outros
autores demonstraram que os indices destas proteinas eram significativamente
maiores em amostras de pacientes com doenga ativa quando comparados com
doenga inativa, correlacionando-os aos indices de atividade CDAI (do inglés Crohn's
Disease Activity Index) e UCAI (do inglés Ulcerative Colitis Activity Index). Os
resultados destes estudos sao promissores, mostrando que estes marcadores séo
uteis para detectar a inflamagao (Burri et al., 2013; D’Inca et al., 2007; Garcia-Sanchez
et al., 2010), diferenciar de outras afecgdes intestinais (Limburg et al., 2000; Sydora
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M, Sydora B & Fedorak, 2012), além de predizer a recidiva (Guidi et al., 2014; Lasson
et al., 2014; Naismith et al., 2014).

A calprotectina é uma proteina ligante de calcio e zinco da familia S-100
formada pelas subunidades S100A8 e S100A9 (Figura 11), expressa no citosol de
neutrofilos, que apresenta fungdes imunorreguladoras (Khaki-Khatibi et al., 2020).
Trata-se de um componente da resposta imune inata, que esta diretamente associado
a inducado da apoptose, ao recrutamento de mondécitos e inibicdo da proliferagao
celular e é liberado em consequéncia da ruptura celular. A calprotectina também
apresenta acao microbicida através da inibicdo local de metaloproteinases
dependentes do zinco (Smith & Gaya, 2012).

Figura 11. Estrutura molecular da calprotectina
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Fonte: http://cloud-clone.us/topic/Calprotectin-A-heterodimeric-complex-composed

Por se tratar de uma proteina amplamente expressa em neutrdfilos, a
calprotectina se relaciona muito bem com a analise histopatoldgica, pois reflete as
condi¢gdes de migracao leucocitaria possibilitando consequentemente a avaliagdo do
grau e o tipo de inflamagéao estabelecida (Krzystek-Korpacka et al., 2020).

Em processos infecciosos os niveis plasmaticos da calprotectina aumentam
significativamente, podendo ser detectados na urina, saliva, plasma, liquido
cefalorraquidiano e em bidpsias. Existe uma correlag&o significante entre a excregéo
calprotectina e a gravidade da inflamagdo, extensdo e a combinacdo de ambos
(Bromke et al., 2021).

Niveis altos de calprotectina em pacientes com DIl s&o resultantes do aumento
da infiltragcdo de neutréfilos na mucosa intestinal e a transmigragdo para o lumen
intestinal. Outras proteinas derivadas de neutrdéfilos como elastase, mieloperoxidase,

lisoenzima parecem ter potencial como marcadores de inflamagao gastrointestinal.
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Contudo, a calprotectina apresenta vantagem sob estas por representar 60% da
proteina do citosol de neutrdfilo (Zhou & Liu, 2017).

A concentracdo de calprotectina em adultos saudaveis ja foi bem estabelecida
em varios estudos demonstrando um valor médio ao redor de 25mg/Kg. Sendo, os
valores acima de 50 mg/Kg considerados anormais (Viola et al., 2020). Porém em
pacientes com DIl ativa, estudos tem demonstrado valores variando de 200mg/Kg a
20.000mg/Kg, estes achados sustentam a hipétese de que o aumento da calprotectina
seja resultado da migragao de neutrofilos da mucosa inflamada para o lumen intestinal
(Lee et al., 2021).

2.4 ADAM 10

As proteinas ADAM, que compreendem a associacdo de um dominio
desintegrina e outro metaloprotease, sdo uma familia de mais de 30 proteases
glicosiladas ancoradas a membrana, dependentes de zinco (Zn?*) que estdo
envolvidas em processos relacionados a interface célula-célula, célula-matriz
extracelular e secregcdo de TNF-a (fator de necrose tumoral a), um importante
imunomodulador (Saha et al., 2019).

A ADAM10 (Figura 12) é uma enzima de processamento de TNF que cliva o
pro-TNF, uma proteina precursora ligada a membrana, além de estar associada a
modificagao proteolitica de componentes da superficie celular e da MEC. Além de seu
homologo estrutural a ADAM17, essa proteina € uma das mais estudadas da familia
ADAM (Seegar et al., 2017).

Figura 12: Estrutura molecular da ADAM10
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A modificagao proteolitica da ADAM10 esta relacionada com a capacidade de
eliminagdo uma infinidade de substratos. Entre estes estdo moléculas de adesé&o
celular, como por exemplo as caderinas. Para a maioria desses substratos, a
eliminagdo mediada por ADAM10 € um pré-requisito para a ocorréncia subsequente
da protedlise (Wetzel, Seipold & Saftig, 2017).

A atividade de ADAM10 é regulado por uma série de mecanismos diferentes,
incluindo controle transcricional e translacional. A regido promotora de ADAM10
contém varios locais de ligagdo de fator de transcricdo que podem estimular sua
transcrigdo. Estes incluem sitios de ligagédo para transcrigao fatores SP1 e USF, e a
proteina de ligagédo X-box (XBP) -1, bem como um elemento responsivo ao acido
retindico (Saha et al., 2019).

Desregulagdo na atividade ADAM10 vem sendo associada a processos
patologicos em diferentes doengas humanas, incluindo diversos disturbios
autoimunes e neoplasicos. O papel central do ADAM10 nessas doencas revela a
poténcia da administracdo de farmacos direcionadas a ADAM10 como uma opgao
terapéutica futura (Wetzel, Seipold & Saftig, 2017).

2.5 ADAM 15

Os dominios D (sitio da desintegrina) das ADAMs também est&o implicados na
modulagédo da adesao celular pela integrina. No caso da ADAM15 (Figura 13), esta
modulagdo vem sendo funcionalmente associado a progresséo de alguns cénceres,

por desencadear angiogénese e angioinvasao de células tumorais (Saha et al., 2019).

Figura 13: Interagdo molecular da ADAM15
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Analises através de transcriptdmica indicou que dentro da familia ADAM, o
mRNA de ADAM15 é regulado positivamente de forma mais proeminente (4 vezes)
quando as células endoteliais sdo expostas ao estresse de cisalhamento fisiologico.
Essa indugdo foi confirmada nas células endoteliais venosas, arteriais e
microvasculares e esta associada ao aumento da presencga da proteina ADAM15 nos
lisados celulares (5,6 vezes) e na superficie (3,1 vezes) (Babendreyer et al., 2019).

Funcionalmente, ADAM15 promove a sobrevivéncia de células endoteliais
desafiadas pela deplec¢ao do fator de crescimento ou estimulagado de TNF. A auséncia
de ADAM15 em condigbes estaticas ou de baixo estresse de cisalhamento pode,
portanto, levar ao dano endotelial e promover a inflamagéao (Babendreyer et al., 2019).

Nas neoplasias malignas, foi constatado que a ADAM15 interrompe a ligagao
da integrina avp3 ao seu ligante extracelular, regulando assim a migragao e invaséo
tumoral. Mecanicamente, a interagdo molecular da ADAM15 com a integrina av33

afrouxa a adesdo das células tumorais a matriz extracelular (Toquet et al., 2012).

2.6 Complexo e-caderina e B-catenina

A monocamada epitelial do intestino € uma barreira seletiva que permite a
absorgao de nutrientes e eletrdlitos, ainda atuando para proteger os compartimentos
de tecido subjacentes e componentes celulares do ataque e infiltragdo por antigenos,
bactérias e produtos bacterianos presentes no lumen. A jungdo aderente, junto com
jungdes oclusivas e desmossomos, formam um complexo de juncdo apical que
controla a aderéncia célula a célula epitelial e a fungéo de barreira (Daulagala, Bridges
& Kourtidis, 2019).

As juncbes de adesao estdo localizadas na parte apical da membrana
plasmatica. Um dos principais componentes dessa jungao € a caderina epitelial (e-
caderina), uma glicoproteina pertencente a familia classica da caderina dependente
de Ca?*. O mecanismo de interagéo célula-célula através da caderina esta relacionado
com a ligacdo do componente citoplasmatico da e-caderina a p120-catenina. Este
complexo proteico pode atuar como um sensor de estresse de adesdo mecanica que
envia sinais para o citoesqueleto de actina e proteinas associadas a actina que
regulam a estrutura integridade da célula (Michael & Yap, 2013).

As cateninas (y-catenina e B-catenina) sado proteinas citoplasmaticas
associadas a e-caderina, o mediador principal da adesao célula-célula. A perturbagao
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em qualquer uma dessas moléculas resulta em alteragbes na adeséo intercelular,
diferenciagao celular e aumento da migragéo. O epitélio intestinal € caracterizado por
rapida renovacao celular com proliferagcdo continua de células multipotentes dentro
das criptas de Lieberkuhn, diferenciagcao celular, apoptose apical e eliminagao luminal.
Esses processos sdo criticos para o desenvolvimento e manutengao da arquitetura e
funcao epitelial intestinal e envolvem a acdo do complexo e-caderina e (B-catenina
(Langer et al., 2019).

Sendo assim as mudangas na expressao dos componentes do complexo e-
caderina e B-catenina podem ser observadas nas alteragdes da integridade epitelial e

no processo inflamatério ulceroso na DIl (Van Der Giessen et al., 2019).

2.7 Ensaios Quimiluminescentes

Os atomos ao absorverem energia, fazem transicbes entre seus niveis
energéticos que sao responsaveis pela excitagao dos elétrons em orbitais moleculares
ocupados de mais alta energia (HOMO, highest occupied molecular orbitals) para os
orbitais desocupados de mais baixa energia (LUMO, lowest unoccupied molecular
orbitals). As particulas-ondas que transitam entre os orbitais HOMO e LUMO emitem
luz e sdo chamadas de fotons. O processo de emissao de luz através deste fendmeno
€ denominado luminescéncia, que pode ser classificada de acordo com o tipo de
estimulo energético em quimiluminescéncia, fotoluminescéncia, bioluminescéncia,
sonoluminescéncia, mecano ou tribuluminescéncia, radioluminescéncia e
termoluminescéncia (Ma et al., 2017).

A quimiluminescéncia (QL) é o processo de emissédo de luz como produto ou
um dos produtos de uma reacédo quimica definida pela primeira vez por Wiedemann
em 1888. Existe uma diferenciagéo entre a QL e o fendmeno de emissao de luz devido
a um aumento de temperatura, a incandescéncia, que seria um processo fisico, ndo
quimico, decorrente da emissao de radiagdo. Portanto a QL pode ser definida como
uma reacéo fria que envolve a formagao de um estado eletrénico excitado a partir de
uma complexa sequéncia reacional altamente exotérmica (Ma et al., 2017; Zhao et al.,
2021; Roda, Seidel & Niessner, 2011).

As substancias quimiluminescentes, tais como lofina, lucigenina, etanodioato
de bis, pirogalol, luciferina luminol, isoluminol e os derivados da acridina podem ser

detectadas na faixa de fentomoles ou atomoles (10-"°a 10" mol), com sensibilidade
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superior aos ensaios espectofotométricos (10 a 10 mol) e fluorimétricos (10° a 10-
2 mol) (Zhao et al., 2021).

Devido a possibilidade de detecgao ultrassensivel, os ensaios de QL tem sido
empregado em analises laboratoriais que requerem uma alta sensibilidade, como a
determinacdo de citocinas, fatores de crescimento e proteinas relacionadas a
processos patologicos especificos. Outras vantagens podem ser apontadas como a
rapidez do teste, toxicidade inferior comparada a oferecida por radiois6topos, nao
agressao ao meio ambiente, amplo campo de aplicagdes analiticas e especificidade
(Roda, Seidel & Niessner, 2011; Weeks et al., 1983).

A acridina (C13HgN) é um composto organico aromatico, estruturalmente
relacionado ao antraceno com grupos centrais substituidos por nitrogénio. Os sais de
acrina podem ser estimulados para produzir luz na presenca de peroxido de
hidrogénio em meio alcalino diluido e na auséncia de um catalizador (Weeks et al.,
1983).

O mecanismo de QL dos derivados de acridina foi elucidado por Weeks e
colaboradores em 1983. O éster de acridina (EA), em especial, oxida rapidamente
com o peroxido de hidrogénio (H2032), devido da adicao de ions de hidroperdxido ao
anel acridina no carbono 9, seguido por clivagem da ligagao éster fendlica (Figura 14).
Esta sequéncia de reacbes leva a formacdo de N-metilacridona, que em estado
excitado comporta-se como um composto emissor de fétons de curto periodo
(aproxidamente 5 segundos) a 470 nm (Weeks, 1983 et al.; Zhao et al., 2021).

Figura 14: Esquema de reacdo quimiluminescente dos ésteres derivados de acridina
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Ensaios imunoquimiluminescentes (Figura 15) apresentam elevada
sensibilidade e estabilidade analitica. Estes se baseiam na deteccdo da emissao de
luz, decorrente da reagao entre o antigeno e anticorpo marcados por compostos
quimioluminescente. O EA é capaz de se ligar covalentemente a anticorpos de
amostras sorologicas e teciduais, produzindo compostos de alta quimioluminescéncia,
que podem ser captados e quantificados por equipamentos capazes de transformar a
luz emitida em impulsos elétricos (Ma et al., 2017; Zhao et al., 2021).

Figura 15: Esquema de ensaio imunoquimiluminescente com éster de acridina
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2.8 Imunoistoquimica

A técnica que utiliza a reagdo antigeno-anticorpo para a detecgdo e
caracterizagdo de moléculas em tecidos tem sido definida como imunoistoquimica.
Sendo assim, a imunoistoquimica compreende um conjunto de metodologias em que
se utilizam anticorpos como reagentes especificos capazes de identificar e
estabelecer ligagdo com constituintes teciduais. Esta ligacdo permite situar e
identificar a presenca de moléculas especificas em tecidos por intermédio da cor que
é associada ao complexo antigeno-anticorpo formado (Torlakovic et al., 2017).

As reacgdes imunoistoquimica podem ser utilizadas na pesquisa médica na
elucidacao do tecido de origem de neoplasias; na subclassificacdo de doencgas, na
pesquisa de fatores progndsticos e terapéuticos; na identificacdo de estruturas e
moléculas secretadas pelas células; entre outras aplicabilidades (Crowe & Yue, 2019).

Os principais métodos aplicaveis a imunoistoquimica compreendem

metodologias diretas ou indiretas. O método direto, no qual é um utilizado um
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anticorpo primario marcado destaca-se por ser uma metodologia simples e rapida,
contudo tem como desvantagens, a pouca ampliacdo de sinal, pois existe somente
uma molécula marcada por molécula de antigeno. Enquanto a metodologia indireta
(Figura 16), apesar de mais complexa e demorada, € mais sensivel, pois ha maior
numero de moléculas marcadas por cada molécula de antigeno. Além de apresentar
maior versatilidade e economia quando comparada ao método direto (Torlakovic et
al., 2017).

Figura 16: Esquema da reag&o imunoistoquimica indireta
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Os métodos de marcagao imunoenzimaticos utilizam reag¢des do tipo enzima-
substrato para obterem produtos finais coloridos a partir de cromégenos incolores A
enzima mais utilizada é a Horseradish Peroxidase ou HRP obtida da raiz da Armoracia
rusticana (Ramos-Vara, 2005).

A HRP, em presenca de peroxido de hidrogénio, forma, numa primeira fase,
um complexo enzima-substrato, e, posteriormente, oxida um doador de elétrons que
permite a degradagdo do peroxido em agua e oxigénio livre. Alguns doadores de
elétrons uma vez oxidados tornam-se coloridos e, portanto, s&o designados
cromogenos. Este fato associado a capacidade de precipitarem no local da reagéo

apos a oxidagao, permite a identificagao e a localizagao de antigenos. O cromégeno
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mais utilizado € a 3,3’-diaminobenzidina-tetrahidrocloreto (DAB) que gera um
precipitado castanho insoluvel em alcool e em outros solventes organicos (Ramos-
Vara, 2005).
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3 JUSTIFICATIVA

Por muitos anos, a presenga de doengas inflamatdrias intestinais (DIl) foi
considerada restrita @ Ameérica do Norte e Europa. Contudo, estudos epidemiologicos
demonstraram uma incidéncia crescente de doenca de Crohn (DC) e retocolite
ulcerativa (RCU) nas ultimas décadas na Ameérica do Sul (Ng et al., 2017; Calixto,
Flores & Francesconi, 2018).

A DC e a RCU constituem grave problema de saude, acometem pessoas de
qualquer faixa etaria, especialmente pessoas jovens, e podem aparecer formas
clinicas de bastante gravidade. O curso clinico e os sintomas destas afecgdes
crbnicas causam repercussdes importantes na qualidade de vida dos pacientes
(Vasconcelos et al., 2018).

Diante de sua cronicidade, a pessoa com DIl necessita ficar hospitalizada
varias vezes e utilizar diversos tratamentos ao longo da vida. Segundo o Datasus,
entre janeiro de 2008 a maio de 2021 foram gastos 44.052.618,85 reais com servigos
médicos e hospitalares para o tratamento das DIl, sendo R$ 1.617.456,78 s6 em
Pernambuco.

As DIl representam um importante problema de saude publica, ja que
acometem jovens em fase economicamente produtiva e tém evolugdo crbnica e
recidivante (Quaresma, Kaplan & Kotze, 2019).

O diagndstico precoce e diferencial é a chave para o controle e escolha da
terapia farmacologica ideal para remissdo da doenca, evitando-se cirurgias ou
tratamentos desnecessarios (Quaresma, Kaplan & Kotze, 2019).

O desenvolvimento de técnicas que possibilitam a analise de proteinas
teciduais tais como a imunoistoquimica e a histoquimiluminescéncia, trouxeram
também uma renovacao de esperangas quanto a possibilidade de obtengcdo de mais
respostas na area das DIl. A histoquimiluminescéncia constitui um recurso de alta
sensibilidade e especificidade para o diagnostico e investigacédo de diversas doencgas
a partir das mais variadas amostras biolégicas (Basso, Zambom & Plebani, 2014).

A complexa adaptagdo da MEC durante o processo inflamatério, com alteragéo
nas expressdes de metaloproteinases, ADAMs, colagenos, mediadores inflamatérios,
fatores de crescimento e moléculas de adesao apresenta-se com um vasto campo a
ser explorado para compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos das DIl (Petrey &
Carol, 2017).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificar o perfil de imunoexpressao das proteinas calprotectina, ADAM 10 e
ADAM 15 através de histoquimiluminescéncia em pacientes com doencas

inflamatodrias intestinais.

4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o perfil epidemiologico dos pacientes portadores de Doenga Inflamatoria
Intestinal do estudo a partir de analise dos prontuarios e questionario.

- Otimizar protocolo histoquimiluminescente para deteccéo da calprotectina, Adam 10,
Adam 15 em bidpsias de pacientes com doenga de Crohn e retocolite ulcerativa.

- Realizar estudo histopatologico e analise digital das fotomicrografias das amostras
histologicas para quantificagdo do colageno através das coloragbes especiais
Tricrébmico de Masson.

- ldentificar a expressao tecidual da calprotectina, B-catenina e e-caderina nas
amostras através da imunoistoquimica. Posteriormente, determinar, através de

histomorfometria, a imunorreatividade da calprotectina.

- Comparar os resultados obtidos nos ensaios imunoquimiluminescente e

imunoistoquimicos.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Amostras

Foram selecionadas amostras teciduais de 154 pacientes adultos com
diagndstico confirmado de doenga de Crohn (n = 49) e retocolite ulcerativa (n = 105),
regularmente atendidos no Servigo de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) no periodo de margo de 2017 a
margo de 2019 com a prévia autorizagao e anuéncia dos responsaveis pelo setor.

O critério de inclusédo dos pacientes foi o diagnéstico confirmado de DC ou RCU
estabelecido por meio de achados clinicos, radiologicos, endoscopicos e
histopatoldgicos de acordo com os critérios da classificagao de Montreal (2012).
Todos estes pacientes foram classificados de acordo com a forma anatomoclinica
predominante e a fase atividade-doencga (ativa ou em remissao).

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

Como controles foram utilizadas amostras de tecido intestinal (n = 16) de
cadaveres do Servico de Verificagdo de Obitos (SVO) também localizado na UFPE.
Para o controle, os critérios adotados foram: individuos sem alteragdes gastrintestinais
e com tempo de obito inferior a 24 horas.

As amostras teciduais, obtidas através de bidpsia (pinga Prof. Medina para
biépsia 3 mm), foram embebidas em formalina a 10% tamponada, num volume final
com aproximadamente 20 vezes o volume do material até o momento do

processamento histologico.
5.2 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), CAAE:
63952217.6.0000.5208, sob Oficio n° 1.955.690/2017 CEP/CCS e Registro de
Pesquisa CEP/CCS/UFPE n° 222/10 (ANEXO I). As amostras de tecido foram obtidas
apos a anuéncia do paciente ou responsavel legal através de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO II).
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5.3 Aspectos Epidemiologicos

A fim de se estabelecer correlagbes entre os possiveis agentes causais ou
contributivos para as lesées em estudo, os fatores como sexo, faixa etaria, localizagéo
das lesdes, histérico de cancer, habitos nutricionais, estilo de vida, medicamentos
utilizados e outras doencas associadas foram obtidos através da analise dos
prontuarios dos pacientes e aplicagao de questionario (ANEXO IlI).

5.4 Estudo Histopatoldgico

As laminas para montagem histolégica foram quimicamente lavadas e
desengorduradas com solugdo detergente. Apds 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.

Apds a microtomia dos blocos de parafina, os cortes histologicos obtidos (5 um)
foram desparafinizados, hidratados e submetidos as técnicas de coloragao
hematoxilina e eosina (HE), tricrbmico de Masson (TM), Picrosirius red, éacido
periédico 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®.

5.5 Estudo Imunohistoquimiluminescente

A conjugacao do éster de acridina (EA) com o anticorpo foi realizada de acordo
com o protocolo de conjugagao desenvolvido por Weeks et al (1983) e utilizando o kit
Acridinium Ester Labeling Worcksheet (Enzo Life Sciences Catalog n°. ADI-907-001,
USA). Para conjugagao foram incubados 100 pL de cada anticorpo (anti-calprotectina,
anti-ADAM10, anti-ADAM15, anti-B-catenina e anti-e-caderina) com 1 yL da solugao
de éster de acridina (EA) por 1h a 25° C, sob agitagdo constante. Para separagao do
conjugado (anticorpo-EA) dos demais constituintes (anticorpo ndo conjugado e EA-
livre) a amostra foi submetida & cromatografia de exclusdo molecular, por meio de
uma coluna de Sephadex G-25 (10 x 1 cm) previamente incubada com tampao fosfato
sodico (PBS), pH 7,2. Durante a eluigao foram coletadas 15 aliquotas de 1 mL.

A quantidade de proteina das aliquotas foi determinada por avaliagdo da
densidade Optica, através da leitura da absorbancia na faixa de 280 nm, em
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espectrofotobmetro modelo Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosences, USA). Sendo
considerada as aliquotas com valores superiores a 50 nm. Apos a detecgao dos picos,
foi realizado um pool de proteinas com as fragdes conjugadas e realizada a dosagem
de proteina através do método de Lowry (Campos et al., 2011).

A quimiluminescéncia do conjugado presente nas amostras foi mensurada pelo
luminbmetro tubo Unico mdédulo 9200-001 (Turner BioSystems, USA). Para
desencadeamento da quimiluminescéncia € necessaria a adigado sequencial de 50 yL
de uma solugao 0,5% H202 e 0,1 N de acido nitrico (solugdo A) a 50 uL de amostra
seguida de alcalinizagao rapida do meio a partir da adicédo de 50uL de NaOH a 0,25
N (solugdo 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 observacao da intensidade da emissao de quimiluminescéncia medida em unidade
de luz relativa (ULR).

Para a andlise dos tecidos, as laminas histoldgicas (0,3x0,3x8x1074 cm) foram
incubadas com 100 pyL 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. Apds 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 o mesmo protocolo utilizado na conjugagédo do anticorpo ao

EA descrito anteriormente.

5.6 Estudo Imunoistoquimico

Laminas previamente limpas e tratadas com resina de Aloe vera receberam os
cortes histoldgicos (5 ym). Foi realizada a desparafinizacéo das Iaminas contendo os
tecidos em xilol e hidratagao dos tecidos em bateria de alcool etilico (100%, 100% e
70%) até agua destilada. As amostras teciduais foram cortadas em duplicata e entao
submetidas a imunoistoquimica para anticorpos monoclonais anti-calprotectina, anti-
B-catenina, anti-e-caderina.

A recuperacéo antigénica foi feita com tampao citrato 100 mM pH 6,0 em panela
de pressao por 2 minutos apos fervura. Posteriormente, as amostras foram resfriadas

até 35° C e ent&o incubadas com solugao de perdxido de hidrogénio por 30 minutos
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em temperatura ambiente para o bloqueio da peroxidase enddgena. Posteriormente
os tecidos foram incubados com anticorpos (1:200) por 2 horas a 37° C em estufa.

A localizagao do anticorpo foi realizada utilizando-se o sistema de deteccéo
Reveal Biotin-Free Polyvalent DAB (Biogen SPD-060, Brasil), sua revelagdo com
DAB-H20: e contra-corados com hematoxilina. Todas as lavagens realizadas entre as
etapas descritas utilizaram tampao fosfato de sédio 100Mm, pH 7,2 com NaCl 150 mM
(PBS). Para o controle negativo, os anticorpos foram substituidos por PBS.

5.7 Analise Histomorfométrica Digital

O processo usado para analise das laminas histolégicas consistiu-se em um
sistema de video-cAmera acoplado a um microscopio 6ptico (Olympus BH-2). O
sistema interativo de andlise de imagens utiliza o software OPTIMAS® e Camera digital
CCBBW 410 (Samsung®), disponiveis no Laboratério de Morfometria e Analise de
Imagens do Programa de P6s-Graduagao em Saude Translacional da UFPE.

Os parametros morfométricos adotados foram a area média total (um?),
distribuicdo da area média (em pixels) de colageno intersticial por campo captado na
lamina histologica (area total do campo = 12.234 uym?) e o nuimero de células
marcadas por imunoistoquimica para os anticorpos avaliados por campo captado na
l&mina histologica. A analise quantitativa das células marcadas foi aferida utilizando
sistema automatico, estudando-se trés campos em cada caso. Os softwares utilizados
para as anadlises histomorfométricas foram o GIMP (GNU Image Manipulation
Program) versao 2.10 (2019) e o ImageJ versao 1.52 (2019).

5.8 Analise Estatistica

As comparagdes de distribuicdo entre variaveis foram realizadas através de
meétodos paramétricos Anova de fator unico, Teste de Tukey e o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Foi considerado indicativo de significancia estatistica um valor de P
menor que 0,05. Para estas analises foi utilizado o software OriginPro SR4 versao 9.6
(OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza, Northampton, MA 01060 USA).
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Abstract

BACKGROUND Calprotectin represents 60% of the protein content of the neutrophil
cytoplasm and reflects leukocyte migration, thus allowing an evaluation of the degree and type
of inflammation established.

AIM To evaluate the calprotectin presence in anorectal tissues of patients with inflammatory
bowel diseases (Crohn's disease and ulcerative colitis) by chemiluminescence.

METHODS Biopsies of anorectal and intestinal tissues were obtained from 154 patients with

confirmed diagnosis of Crohn's disease (n=49; active 33 = and remissive 16) and ulcerative
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colitis (n=105; active 74 = and remissive 31). Their histological slides were treated with anti-
calprotectin antibody conjugated to acridine ester and were immunochemiluminescently
detected. As controls anorectal (n=5) and intestinal (n=11) tissues were collected from corpses
with death time less than 24 h.

RESULTS Calprotectin was greater expressed in active stage of both CD (776,084 + 58,770
RLU) and UC (306,877 + 26,151 RLU) in comparison to the patients in remission (CD =
422,880 = 19,369 RLU) and (UC = 123,450 £+ 16,001 RLU) as well as the normal anorectal
tissue (13,710 + 1,310 URL). Furthermore, these mean values were higher for the CD
compared to the UC patients.

CONCLUSION The Immunochemiluminescent detection enabled the quantification of
calprotectin in Inflammatory Bowel Disease allowing to distinguish Crohn's disease and

ulcerative colitis in their active and remissive stages.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Calprotectin; Immunochemiluminescent;

Immunohistochemistry.

INTRODUCTION

The inflammatory bowel disease (IBD) includes Crohn's disease (CD) and ulcerative
colitis (UC) that are described as chronic conditions of multifactorial etiology
characterized by recurrent episodes of inflammation of the gastrointestinal tract. This
disease is characterized by periods of relapse when patients experience symptoms of
active disease and periods of remission when the symptoms are ceased [1]. IBD may
be active or inactive after effective induction of remission. Higher clinical efficacy
signals, defined as significant improvement in disease activity indices: for UC,
remission is defined as having a normal number of daily stools with no rectal bleeding
and normal or inactive colitis on endoscopy. For CD, remission implies a corticosteroid-
free with CD activity index (CDAI) <150) or a Harvey—Bradshaw Index <4 and
endoscopic evidence of mucosal.

Although there are divergences regarding the incidence, anatomical site of
involvement, clinical presentation, progression and response to therapy, the subtypes
CD and UC share the same etiological aspects [2,3].

Experimental models and clinical studies suggest that this rise is due to the
combined action of environmental, immunological, microbiological, and genetic factors

that result in changes in the integrity of the mucosal intraluminal intestinal barrier [4].
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The transepithelial flow of enteric bacteria promotes activation of innate immunity
triggering the pathological process [5,6].

In the absence of a pathognomonic symptom for the CD diagnosis that enables
the differentiation with the UC, and other forms of enterocolitis and irritable bowel
syndrome, the differential diagnosis is based on the joint assessment of clinical data,
patient history, location and extent of the lesions, contrast exams of intestinal transit
and laboratory, radiological and endoscopic and histologic exams [7,8]. IBD may be
active or inactive after effective induction of remission. Higher clinical efficacy signals,
defined as significant improvement in disease activity indices: for UC, remission is
defined as having a normal number of daily stools with no rectal bleeding and normal
or inactive colitis on endoscopy. For CD, remission implies a corticosteroid-free with
CD activity index (CDAI lesser than 150) or a Harvey—Bradshaw Index (lower than 4)
and endoscopic evidence of mucosal.

The inflamed intestinal mucosa contains many neutrophils and proteins derived
from these cells, such as the alpha-1-antitrypsin, elastase, calprotectin and lactoferrin
[9]. Calprotectin is a protein-ligand of calcium and zinc from the S-100 family, which
represents 60% of the neutrophils cytosol protein and performs immunoregulator and
antimicrobial roles [9].

High levels of calprotectin in patients with IBD are resulting from the increase in
the infiltration of neutrophils in the intestinal mucosa and transmigration to the intestinal
lumen. Other neutrophil-based proteins such as elastase, myeloperoxidase and
lysozyme seem to have potential as markers of gastrointestinal inflammation.
However, the calprotectin presents an advantage over these proteins due to
representing 60% of the protein of cytosol of neutrophils [9].

Fecal calprotectin (FCP) is widely used to monitor disease activity and as a
screening test for the differential diagnosis of IBD and another irritable bowel
syndrome. The concentration of FCP in active IBD patients has demonstrated values
ranging from 200mg/kg to 20,000mg/Kg. These findings support the hypothesis that
the increase of calprotectin is a result of the migration of neutrophils from the inflamed
mucosa to the intestinal lumen [10,11].

The immunochemiluminescence assays are based on detection of the light
emission due to the reaction between the antigen and antibody marked by
chemiluminescent compound, as the ester of acridine. This procedure presents a
higher sensitivity compared to spectrophotometric or colorimetric assays showing



49

detection range of femtomole or attomole (10"° to 10-'® mol) with great analytical
stability [12].

In our lab, a set of contributions demonstrated that the use of biomolecules
labeled with ester of acridine as probes is capable to reveal specifically and
quantitatively the different antigens when compared with traditional histochemistry
reactions [13-18].

In this study, the anti-calprotectin antibody was conjugated with acridinium ester
for immunochemiluminescent calprotectin detection in tissues of anorectal patients
with either Crohn's disease or ulcerative colitis. Immunohistochemistry detection of
calprotectin was also established by using antibody-peroxidase procedure as

comparison.

MATERIALS AND METHODS

Participants

Samples of anorectal and intestinal tissue were obtained through biopsy
(Professor Medina Biopsy forceps 3 mm) from 154 patients with confirmed diagnosis
Crohn's disease (n=49) and ulcerative colitis (n=105), regularly treated in the outpatient
clinic of Proctology Sector of Hospital Bardo de Lucena and Hospital das Clinicas at
the State of Pernambuco, Brazil. The mean age was 39 years for Crohn's disease
(55% women) and 44 years for ulcerative colitis (75% women).

These patients were separately investigated into two subgroups: active Crohn's
disease (n=33) and in remission (n=16); active ulcerative colitis (n=74) and in
remission (n=31). The inclusion criteria of either Crohn's disease or ulcerative colitis
established through clinical, radiological, endoscopic, and histopathological findings. It
was dispensed patients with undetermined colitis or who undergoing any recent
surgery due to gastrointestinal disorders. As controls anorectal (n=5) and intestinal
(n=11) tissues were collected from corpses with death time less than 24 h.

This research was previously approved by the Health Science Centre Bioethical
Board from Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brazil, CEP/CCS/UFPE
number 316/2010 and informed consent was obtained from all patients.

Anti-calprotectin conjugation with acridinium ester
The conjugation of acridinium ester (AE) with the antibody Calprotectin
S100A8/A9 (monoclonal antibody to human MRP8/14 BMA biomedicals) was
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performed using the kit Acridinium Ester Labeling Worcksheet (Enzo Life Sciences
Catalog No. ADI-907-001). Monoclonal anti-calprotectin (100 uL) was incubated with
a solution of EA (1 pL) for 1h at 25°C. For the separation of the conjugate
(AntiCalprotectin-AE) from the other constituents (non-conjugated antibody and AE-
free), the sample was subjected to chromatography of molecular exclusion, by means
of a column of Sephadex G-25 (10 x 1 cm) previously incubated with phosphate
buffered sodium (PBS), pH 7.2. During the elution 15 aliquots of 1 mL were collected.
The amount of protein and chemiluminescence of the samples were determined,
respectively, by reading at 280 nm in a spectrophotometer (model Ultrospec 2100 pro;
Amersham Biosences) and using a luminometer (single pipe 9200-001 module; Turner
BioSystems).

Immunochemiluminescent measurements

For the tissue’s analysis, the histological slides (0.3x0.3x8x10* cm) were
submitted to two analytical procedures (triplicates): 1) immunochemiluminescent and
immunohistochemistry.

Firstly, the tissue slides were incubated with 100 yL of the conjugated antibody-
AE for two hours at 4° C and they were washed in PBS. After washing the tissue
sample, it was transferred to polypropylene tube, (1.5 mL) with 100 pyL of PBS. The
chemiluminescence of the conjugate present in the samples was measured by
luminometer single pipe 9200-001 module (Turner BioSystems). To trigger the reaction
of chemiluminescence, it is required the sequential addition of 50 uL of a solution 0.5%
H202 and 0.1 N nitric acid (trigger A) to 50 uL sample followed by rapid alkalization of
the medium from the addition of 50uL of NaOH to 0.25 N (trigger B). The emission
intensity was determined as relative light units (RLU) with a counting time of 5 seconds
per sample. All the measurements were performed in triplicates.

Immunohistochemistry study

The second tissue samples were submitted to indirect staining with the antibody
anticalprotectin (S100A8/A9 Calprotectin monoclonal antibody to human MRP8/14
BMA biomedicals). The recovery of the antigen was performed with citrate buffer 100
mM pH 6.0 in pressure cooker for 2 minutes after boiling. Subsequently, the samples
were cooled to 35°C and then incubated with a solution of hydrogen peroxide for 30
minutes at room temperature to block endogenous peroxidase. Subsequently, the
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tissues were incubated with monoclonal antibodies anti-calprotectin (1:200) during 2
hours at 37°C. The location of the antibody was performed using the detection system
Reveal Polyvalent Free Biotin-DAB (Biogen). All washes performed between the steps
used PBS solution 100 mM, pH 7.2 with NaCl 150 mM. For the negative control, the
monoclonal anti-calprotectin was replaced by PBS.

Digital histomorphometric analysis

For quantitative analysis of immunohistochemistry, three fields were selected in
each case, where images with final magnification in 400x were captured. The
histomorphometric study of histological slides images was performed by means of a
workstation consisting of video-camera CCBBW 410 (Samsung® coupled to an optical
microscope (Olympus BH-2) and computer containing the software MOTIC Image Plus
2.0. The histomorphometric parameter used was the distribution of the calprotectin
marking (in pixels) per field captured in histological slide (total area of the field = 12,234

um?) using the GIMP software - GNU Image Manipulation Program, version 2.8.18.

Statistical analysis

The software OriginPro SR4 version 8.0 (OriginLab Corporation, One
Roundhouse Plaza, Northampton, MA 01060 USA) was used for the statistical analysis
of the results obtained from the immunochemiluminescence and data were expressed
as mean and standard deviation. The data obtained in the histomorphometric study
were submitted to ANOVA of single factor, Tukey test and Shapiro-Wilk with
significance level of 5% (p < 0.05), using the GraphPad Prism® version 9.0 (GraphPad
Software Inc., USA).

RESULTS

The anti-calprotectin conjugated with acridinium ester (AntiCalprotectin-AE)
was collected in the 4" and 5" fractions by the Sephadex G-25 columns as there was
the superposition of protein and chemiluminescent peaks. This result is in accordance
with previous reports [13-15]. This conjugate was used to investigate the presence of
calprotectin in inflammatory lesions related to IBD (FIGURE 1). It was noticed a greater
expression of calprotectin in groups of active diseases (776,084 £ 58,770 RLU for CD
and 306,877 + 26,151 RLU for UC) in comparison to the remissive ones (422, 880 +
19,369 RLU for CD and 294,107 + 31,851 RLU for UC) as well as in the normal
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anorectal tissues (57,400 £9719). Furthermore, the values for CD were higher than

those for UC either actives or remissives.
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FIGURE 1. The presence of calprotectin in inflammatory lesions related to active Cronh’s disease (CD),

remissive CD, active ulcerative colitis (UC), remissive UC and controls.

In the immunohistochemistry study, the tissue expression was observed

primarily in the cytosol of inflammatory cells such as polymorphonuclear cells (FIGURE
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FIGURE 2. Calprotectin immunoreactivity in an inflammatory infiltrate of IBD. A tissue expression
was observed mainly in the cytosol of inflammatory cells of the polymorphonuclear type both in CD
(Figure 2-A) and in UC (Figure 2-B). 400X.

The analysis of the images allowed the quantification in pixel of the
immunoreactivity, demonstrating that the marking of the calprotectin was more intense

in inflamed tissues when compared to tissues clinically normal or remissives CD and
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UC despite that there was no statistical significant immunoreactivity for calprotectin
(TABLE 1).

Table 1: Morphometric data of calprotectin immune expression in tissues of patients with Crohn's
disease (CD), ulcerative colitis (UC), and controls.

Active CD Remission CD Active UC Remission UC Control

Average + SD (p)

1.08 x107+ 0.58 x10”  9.55 x10%+ 4.27 x10? 6.99 x10° + 3.72 x10° 5.98 x10%t 2.15 x10? 5.1 x10%t 4.8 x10*

*Total area of the capture field = 12,234 pm?

DISCUSSION

The prevalence of IBD in the western world is up to 0.5% of the general
population and the increase in the incidence rate is more accentuated in newly
industrialized countries. It is estimated an exponential increase in the number of
patients with IBD who live in the western world during the next decade [19].

Populations with a high prevalence, such as regions in North America and
Europe point to a higher frequency of IBD between the second and fourth decade of
life, and it may affect men and women equally. In this sense, the results found in this
study about the age and gender distribution corroborate with the recent
epidemiological findings of IBD [19,20].

The calprotectin (S100A8/A9) is a protein present in cytoplasm neutrophils,
activated during cellular stress, being considered an important Damage Associated
Molecular Pattern (DAMP). Recent clinical studies have confirmed the value of
diagnosis and assessment of disease activity of calprotectin in IBD [21]. It is a
biomarker of in progress neutrophil-driven inflammation, because when neutrophils
rupture during intestinal inflammation, calprotectin is released into the tissue, from
where it is secreted into the faeces [22].

Calprotectin levels directly correlate with the severity of CD or UC, a strong
positive correlation between increased calprotectin and the level of intestinal
inflammation as determined by endoscopic and histologic analysis [23].

Multiple studies [24-28] have proven the use of calprotectin in IBD patients as a
biomarker in monitoring disease activity and to avoid unnecessary invasive procedures
such as endoscopies [23].

Actually, three main technologies are being used: enzyme immunoassay
(ELISA), chemiluminescent immunoassay and turbidimetry. Studies are necessary to
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establish whether the different assays show comparable CD and UC active or other
diseases of the gastrointestinal tract and share the same cut-off values [29].

The study immunohistochemical findings are in accordance with the standards
of marking of calprotectin described in the literature [30] and reaffirm the potential and
accuracy of application of methodologies for chemiluminescent quantification of tissue

antigens.

CONCLUSION

This contribution demonstrated that anti-calprotectin conjugated to acridinium ester
allowed the identification and quantification of calprotectin in intestinal biopsies of
patients with Chron’s Diseases and Ulcerative colitis and also to distinguish between

the active and remissive clinical phases.
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6.2 Artigo 2

Analise Histoquimiluminescente das ADAMs 10 e 15 nas Doengas Inflamatoérias

Intestinais

Histochemiluminescent Analysis of ADAMs 10 and 15 in Inflammatory Bowel Diseases

RESUMO

Sugere-se que as DIl decorram de anormalidades imunologicas da mucosa
gastrointestinal a partir de uma patogénese multifatorial, que envolve fatores genéticos
e ambientais. Cerca de 37 proteinas ADAM sao conhecidas desempenham funcgdes
regulatorias na superficie celular e no processo inflamatorio. O objetivo deste estudo
foi avaliar a expressédo da ADAM10 e ADAM15, atravées de método
histoquimiluminescente, em amostras de pacientes portadores de DC e RCU tanto na
forma ativa da doenca quanto em remissao clinica. Foi constatado maior expressao
de ADAM 10 e 15 nos grupos com doenga ativa em comparagédo aos pacientes em
remissao. Os valores de URL para DC ativa e em remisséo para ADAM10 e ADAM15
em DC foram estatisticamente significativos quando comparados entre si e com o
grupo controle (p<0,05). Os achados deste estudo juntamente com outros achados na
literatura cientifica sugerem que os controles da ADAM10 e ADAM15 s&o cruciais na
sinalizagao das vias que regulam a homeostase intestinal e renovagéao tecidual.

Palavras-chave: Doencga inflamatoria intestinal, ADAM10; ADAM15;
Imunoquimiluminescéncia.

ABSTRACT

It is known that IBD result from immunological abnormalities of the gastrointestinal
mucosa from a multifactorial pathogenesis, which involves genetic and environmental
factors. About 37 ADAM proteins are known to play regulatory functions on the cell
surface and in the inflammatory process. The aim of this study was to evaluate the
expression of ADAM10 and ADAM15, through a histochemiluminescent method, in
samples from patients with CD and UC, both in the active form of the disease and in
clinical remission. Higher expression of ADAM 10 and 15 was found in groups with
active disease compared to patients in remission. The URL values for active and in
remission CD for ADAM10 and ADAM15 in CD were statistically significant when
compared with each other and with the control group (p<0.05). The findings of this
study together with other findings in the scientific literature suggest that ADAM10 and
ADAM15 controls are crucial in signaling pathways that regulate intestinal homeostasis
and tissue renewal.

Key Words: Inflammatory bowel disease; ADAM10; ADAM15; Immunochemiluminescent.
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Introducgao

A Doenga de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa (RCU) sao doengas
inflamatdrias intestinais (DIl) caracterizadas pela inflamacdo crénica do trato
gastrointestinal com periodos de recidiva e remisséo [1].

O desenvolvimento dessas doengas é resultante da soma de fatores genéticos,
imunoldgicos e ambientais. Fatores extrinsecos como habitos nutricionais, polui¢ao,
radiacdo, estresse, exposicao a antibidticos e higiene modulam a funcionalidade da
microbiota intestinal, influenciando na suscetibilidade do individuo de desenvolver DC
ou RCU [2,3].

Uma caracteristica comum da DC e RCU é a remodelagdo da matriz
extracelular (MEC) associada a respostas inflamatérias continuas e cicatrizagdo das
lesdes intestinais. A remodelacdo da MEC depende de um processo dinamico e de
substancias reguladoras da sintese e degradacdo do colageno, tais como
endopeptidases dependentes de zinco, metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus
inibidores (inibidores teciduais de metaloproteinases - TIMPs) [4].

ADAMs sao proteinas de multiplos dominios ancorados a membrana contendo
os dominios de desintegrina e metaloproteinase A. Esta subfamilia das
metaloproteinases dependentes de zinco desempenha diversas fun¢gdes em uma
variedade de células, cuja expressao esta associada a processos inflamatérios [5].

Cerca de 37 proteinas ADAM sao conhecidas e essas proteinas sdo expressas
em uma ampla variedade de células e sao conhecidas como as principais proteinas
regulatérias da superficie celular. O mecanismo de regulagéo envolve a liberagao de
ligantes e receptores envolvidos no contato célula-célula e sinalizando que eles
podem influenciar nas interagcdes de célula para célula. Eles também sao envolvidos
na clivagem e remodelac¢ao de proteinas MEC e moléculas de adeséo [6,7].

As proteases ADAM estao envolvidas no processamento de ampla diversidade
de substratos, incluindo fatores de crescimento, citocinas, moléculas de adeséo
celular e receptores [8].

A ADAM10 esta associada na ativagao de formas precursoras de proteinas por
liberagdo de ectodominio, por exemplo, fator de necrose tumoral (TNF-a) e na
degradacgédo de mielina. Enquanto a ADAM15, distribuida por macrofagos e células
endoteliais tem como fungéo agregacéo plaquetaria e recrutamento de citocinas pro-
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inflamatorias. Tanto a ADAM10 quanto a ADAM15 tém como substrato de MEC o
colageno tipo 1V [8].

Os estudos que associam a atividade das ADAMs na doenga inflamatodria
intestinal ainda sao escassos. A ADAM10 e ADAM17 (TACE - enzima conversora de
TNF-a) tem sido relacionada a patogénese da DIl. Esses dados atuais sugerem que
a inibicdo de ADAMSs pode fornecer uma abordagem terapéutica potencial para DC e
RCU, por meio redugao da liberacdo de mediadores quimicos inflamatérios, tais como
o TNF-a [9].

O presente estudo tem como objetivo avaliar a expressdo das proteases
ADAM10 e ADAM15, através de método histoquimiluminescente, em amostras de
pacientes portadores de DC e RCU tanto na forma ativa da doenca quanto em

remissao clinica.

Materiais e Métodos

Selecdo de Casos

Amostras de tecido anorretal e intestinal foram obtidas por meio de bidpsia
(férceps Professora Medina Biopsia 3 mm) de 154 pacientes com diagndstico
confirmado de doenga de Crohn (n = 49) e colite ulcerosa (n = 105), regularmente
tratados no ambulatério do Setor de Proctologia de Hospital Bardo de Lucena e
Hospital das Clinicas do Estado de Pernambuco, Brasil.

Os critérios de inclusdo de doenca de Crohn ou colite ulcerosa estabelecidos
por meio de achados clinicos, radioldgicos, endoscépicos e histopatolégicos. Foram
dispensados pacientes com colite indeterminada ou que realizassem alguma cirurgia
recente devido a disturbios gastrointestinais.

Apés a analise dos prontuarios, bem como avaliagdo histopatologica das
amostras, os pacientes foram categorizados nos seguintes subgrupos: doenga de
Crohn ativa (n = 33) e em remissao (n = 16); colite ulcerativa ativa (n = 74) e em
remissao (n = 31). Como controles, tecidos anorretais (n = 5) e intestinais (n = 11)
foram coletados de cadaveres com tempo de morte inferior a 24 h.

Conjugacéo do Ester de Acridina ao Anticorpo Anti-ADAM10 e Anti-ADAM15
A conjugacao do éster de acridina (EA) com os anticorpos ADAM 10 (polyclonal
antibody to human ab227172 ABCAM) e ADAM15 (polyclonal antibody to human
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[EPR5619] ab124698 ABCAM) foi realizada utilizando o kit Acridinium Ester Labeling
Worcksheet (Enzo Life Sciences Catalog n°. ADI-907-001). Para conjugagéao foram
incubados 100 pL do anticorpo anti-calprotectina com 1 pL da solugado de EA por 1h a
25° C.

Para separagéo do conjugado (AntiCalprotectina-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 eluigao
foram coletadas 15 aliquotas de 1 mL.

A quantidade de proteina das aliquotas foi determinada por avaliagdo da
densidade Optica, através da leitura da absorbéncia na faixa de 280 nm, em
espectrofotdbmetro modelo Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosences).

Detecgéao Histoquimiluminescente

Para a andlise dos tecidos, as laminas histoldgicas (0,3x0,3x8x1074 cm) foram
incubadas com 100 pL do conjugado anticorpo-EA durante 2 horas a 4° C,
posteriormente foram lavadas em PBS. Apos a lavagem a amostra tecidual foi
transferida para tubo de polipropileno (1,5 mL) com 100 pL de PBS.

A quimiluminescéncia do conjugado presente nas amostras foi mensurada pelo
luminémetro tubo unico médulo 9200-001 (Turner BioSystems). Para desencadear a
reacao de quimiluminescéncia é necessaria a adicdo sequencial de 50 uL de uma
solugao 0,5% H202 e 0,1 N de acido nitrico (solugéo A) a 50 uL de amostra seguida
de alcalinizagao rapida do meio a partir da adigdo de 50uL de NaOH a 0,25 N (solugao
B).

Resultados

Os conjugados AntiADAM10-EA e AntiADAM15-EA foram utilizados para
evidenciar a presenga das ADAMs em tecidos de pacientes com DIl e os resultados
séo apresentados na Figura 1. Foi constatado maior expressdo de ADAM 10 e 15 nos
grupos com doenga ativa em comparag¢ao aos pacientes em remissao.

Os valores de URL para DC ativa e em remissao para ADAM10 e ADAM15 em
DC foram estatisticamente significativos quando comparados entre si e com 0 grupo
controle (p<0,05). Contudo, para RCU tanto os valores de ADAM10 quanto ADAM15
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nao foram estatisticamente significativos para diferenciacdo entre pacientes com

doenga ativa e remissdo, apenas com o grupo controle.

1530000 I OC-A
I DCR
[ RC-A

1360000 - [C—IRCR
[ Controle

1190000

1020000 -

850000

RLU

680000 -+

510000

340000

170000

I

0 -
ADAM10 ADAM15

Figura 1. Comparacgao entre o perfil histoquimiluminescente da ADAM10 e ADAM15 nos grupos do

estudo.

Os valores médios de ULR para ADAM10 (Tabela 1) foram 776084 +58770
ULR para DC ativa, 42288 +19369 ULR para DC em remissao, 306877 £26151 ULR
para RCU ativa e de 123450 £16001 ULR para RCU em remissao, enquanto um valor
de 5740 +2710 ULR foi encontrado no controle.

Tabela 1: Valores de URL da ADAM10 nas amostras teciduais de DIl e controle.

DC-A DC-R RCU-A RCU-R Controle
Minimo 431522 109163 479374 250257 3633
Maximo 572347 209192 770965 623406 9515
Média 507824 144103 626132 438645 5946
dp +41896 +30003 +87678 +122715 +1745

URL: unidade relativa de luz; dp: desvio padrao.

Ja para a ADAM15 (Tabela 2) 776084 +58770 ULR para DC ativa, 42288
+19369 ULR para DC em remissao, 306877 +26151 ULR para RCU ativa e de 123450
+16001 ULR para RCU em remissao, enquanto um valor de 5740 2710 ULR foi
encontrado no controle. A média entre os valores de ULR dos grupos de DIl ativa (DC-
A e RCU-A) e em remissao (DC-R e RCU-R) foi significativamente diferente (p < 0,05)

quando comparados ao grupo controle.
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Tabela 2: Valores de URL da ADAM15 nas amostras teciduais de DIl e controle.

DC-A DC-R RCU-A RCU-R Controle
Minimo 816289 426462 333625 255381 10667
Maximo 1012544 607009 532855 350287 15489
Média 910833 517555 438020 294107 13710
dp +58862 +69096 +59443 +31851 +1310

URL: unidade relativa de luz; dp: desvio padrao.

Discussoes

Em nosso laboratorio, nos ultimos anos, diversos artigos tém demonstrado que
o0 uso de biomoléculas marcadas com éster de acridina como sondas é capaz de
revelar de forma especifica e quantitativa os diferentes antigenos quando comparados
as reagdes imunoistoquimicas tradicionais [10-15].

A expresséo tecidual de ADAM10 e ADAM15 foi mais evidente nos pacientes
com DC e RCU clinicamente ativas. Estudos apontam que o estresse oxidativo € um
potente estimulador de ADAM10 [16-18], sendo assim o estresse oxidativo durante o
processo inflamatério intestinal seria um importante regulador das atividades
proteoliticas mediadas por ADAM10 [19].

No estudo preliminar de Dempsey (2017) foi observado redugéo no processo
de regeneracédo das criptas intestinais nos tecidos deficiente em ADAM10 apds les&o
induzida por radiagdo ou doxorrubicina. Essas descobertas sugerem que a sinalizagao
mediada por ADAM10 provavelmente contribui para a regeneragao das criptas apés
as lesOes ativas [6]. Fato esse, que corrobora com os valores mais baixos encontrados
para os pacientes com doenga em remissao, ou seja, que ndo apresentavam lesdes
teciduais ativas e, portanto, ndo apresentavam evidéncias histolégicas de reparo
tecidual.

Por serem condi¢cbes clinicas crénicas e recidivantes, a DC e a RCU
apresentam altos niveis de citocinas inflamatorias, respostas imunes que danificam
os tecidos, a integridade da mucosa e da barreira transepitelial, levando ao aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e estresse oxidativo [20].
Consequentemente, o0s achados deste estudo, evidenciando valores
significativamente mais altos de ADAMs em pacientes com doenga ativa, sugerem
que tanto a ADAM10 quanto a ADAM15 participam ativamente do processo

inflamatdrio tanto na DC quanto na RCU.
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Além do processo inflamatorio exacerbado, os pacientes com RCU podem
apresentar diminuicdo na diferenciagao de células caliciformes secretoras, que esta
diretamente associada com aumento da via de sinalizagdo dependente da ADAM10 —
a via Notch. Esta via de sinalizagdo € essencial para polarizagdo de macréfagos
inflamatoérios (M1) e regenerativos (M2) e para diferenciagao funcional de populagbes
de células dendriticas no intestino via relacionada [21,22].

Estudos sugerem [23-26], uma expresséao diferencial de ADAM15 em células
epiteliais durante a DIl em comparagdo com o colon normal. Este estudo sugere um
papel para ADAM15 na diferenciagdo da mucosa colonica regenerativa e na
transmigracao de leucécitos atraves das barreiras epiteliais e endoteliais.

O estudo publicado em 2006 por Mosnier e colaboradores que descreveram a
funcdo adesiva, a distribuicdo tecidual e os ligantes da ADAM15 na doenca
inflamatdria intestinal. Nesse estudo, no célon normal, a ADAM15 foi expressa na
membrana basolateral de todas as células epiteliais da cripta, bem como pelas células
endoteliais. Ja na DIl, ADAM15 foi expressa tanto na membrana plasmatica quanto
no citoplasma das células epiteliais em crises agudas da doenga [27].

Outro dado digno de nota, deve-se ao fato de que a expressao tecidual da
ADAM15 em pacientes com DC ativa foi superior quando comparado aos valores de
pacientes com RCU ativa. Isso pode ser compreendido a partir da fisiopatologia da
DC, que apresenta lesdes infiltrativas na mucosa enquanto na RCU observamos
lesbes mais superficiais [28].

O estudo in vitro de Babendreyer e colaboradores publicado em 2019, usando
linhagens de células intestinais mostraram que os neutrofilos a migragéo através das
monocamadas epiteliais ocorre por meio de uma rota paracelular. Os autores
levantam a hipétese de que ADAM15 participa na migragao de leucocitos através do
epitélio, devido uma forte expressdo de ADAM15 por células epiteliais revestindo as
criptas durante a inflamagéo ativa e no equilibrio entre a regeneragao epitelial e a
diferenciagao durante a inflamagao doenca intestinal [28].

Conclusoes
A ADAM10 desempenha um papel central na homeostase das criptas

intestinais. do desenvolvimento e trato gastrointestinal adulto. A sinalizagdo Notch é
a via regulada por ADAM10 dentro da célula-tronco da cripta e a inibicdo dessa
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protease esta associada com proliferacdo celular e atividade de células-tronco
reduzidas para células de linhagem secretora.

Os achados deste estudo juntamente com outros achados na literatura
cientifica sugerem que os controles da ADAM10 e ADAM15 s&o cruciais na
sinalizagdo das vias que regulam a homeostase intestinal e renovagao tecidual.
Estudos adicionais sdo necessarios para definir o papel das proteases da familia
ADAM em células intestinais de pacientes acometidos por doencga inflamatoria

intestinal.
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6.3 Artigo 3

Analise Histopatolégica e Imunoistoquimica da B-catenina e a e-caderina nas
Doencas Inflamatérias Intestinais

Histopathological and Immunohistochemical Analysis of B-catenin and e-cadherin in
Inflammatory Bowel Diseases

RESUMO

O aumento da remodelagao da MEC constitui uma importante caracteristica das DII.
A resposta inflamatéria excessiva e prolongada que ocorre no tecido intestinal € causa
de alteragdes progressivas na arquitetura tecidual dos portadores de DC e RCU. O
presente estudo a avaliagao histopatolégica e morfométrica da matriz extracelular nas
doencas inflamatorias intestinais, bem como, estabelecer o perfil de imunoexpressao
da B-catenina e e-caderina em amostras teciduais de pacientes com doenga de Crohn
e retocolite ulcerativa.

Palavras-chave: Doenga inflamatéria intestinal; Histopatologia; Colageno;
Imunoistoquimica; B-catenina; e-caderina.

ABSTRACT

Increased ECM remodeling is an important feature of IBD. The excessive and
prolonged inflammatory response that occurs in the intestinal tissue causes
progressive changes in tissue architecture in patients with CD and UC. The present
study aimed at the histopathological and morphometric evaluation of the extracellular
matrix in inflammatory bowel diseases, as well as establishing the profile of 3-catenin
and e-cadherin immunoexpression in tissue from patients with Crohn's disease and
ulcerative colitis.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Histopathology; Collagen; Immunohistochemistry; 3-
catenin; e-cadherin.

Introducgao

As Doencgas Inflamatérias Intestinais (DIl) compreendem um grupo de
enfermidades crdénicas e autoimunes, das quais se destacam a Doenca de Crohn (DC)
e a Retocolite Ulcerativa (RCU), que s&o caracterizadas por periodos de recidiva e de
remissao [1].

Na DC, a inflamacgéo pode ocorrer em qualquer parte do trato gastrointestinal.
Contudo, geralmente as lesdes estdo localizadas na ultima regido do ileo e do cdélon,
intercaladas por regides de tecido intestinal saudavel. A inflamagéo na DC pode afetar
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a parede intestinal em toda a sua profundidade, da mucosa a serosa [2]. Na RCU, por
outro lado, a inflamag&o é observada no reto de maneira difusa e continua, geralmente
restringe-se a mucosa e submucosa intestinal [3].

O aumento da remodelacdo da matriz extracelular (MEC) é uma das
caracteristicas definidoras das DII. A resposta inflamatdria excessiva e prolongada
que ocorre no tecido intestinal € causa de alteragbes progressivas na estrutura e nos
componentes da MEC intestinal [4].

Dentre as proteinas da matriz extracelular, destacam-se colagenos,
fibronectina, laminina, vitronectina ou tenascina. A degradagcado da MEC em pacientes
com DIl é decorrente ao aumento da atividade das metaloproteinases (MMP). Além
das MMPs, o processo de remodelagdo da MEC nas DIl também envolve elastases
de neutrofilos e meprinas. A perturbacdo do equilibrio entre os mediadores
regulatorios da remodelagdo da MEC juntamente com o processo inflamatorio
exacerbado tipico da doenca pode levar a fibrose intestinal, uma complicagdo comum
em pacientes com DIl de longo prazo [5].

A B-catenina e a e-caderina sao glicoproteinas que desempenham papel
fundamental na transicao epitelial-mesenquimal e na adesao célula-a-célula. A falha
no complexo B-catenina + e-caderina esta relacionada a perda da integridade da
barreira mucosa intraluminal intestinal [6,7].

A hiperativagdo da via de sinalizagdo da -catenina € considerada um marco
da tumorigénese colorretal e tem sido recentemente implicada na evas&o imunoldgica,
invasao tecidual e metastase [7].

A e-caderina € o principal componente adesivo da jun¢cdo aderente e regula a
permeabilidade paracelular, facilitando a formagao de jungdes estreitas e organizando
todo o complexo de jungao epitelial. Com a progressao das DIl a fungéo de barreira
diminui, comprometendo a saude da mucosa. Estudos em modelo experimental
animal, sugerem que a e-caderina pode ser promissora na terapéutica da retocolite,
diminuindo a hiperplasia da mucosa, o infiltrado inflamatorio e a de perda de células
glandulares [8].

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos principais a avaliagao
histopatolégica e morfométrica da matriz extracelular nas doencas inflamatdrias
intestinais, bem como, estabelecer o perfil de imunoexpressdo da B-catenina e e-
caderina em amostras teciduais de pacientes com doenga de Crohn e retocolite

ulcerativa.
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Materiais e Métodos

Populacdo de Estudo e Aspectos Eticos

Foram coletadas 154 amostras teciduais de pacientes adultos com diagnostico
confirmado de doencga de Crohn (n = 49) e retocolite ulcerativa (n = 105), regularmente
atendidos no Servigo de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE). Como controles foram utilizadas amostras de
tecido intestinal (n = 16) de cadaveres do Servigo de Verificagdo de Obitos (SVO)
também localizado na UFPE.

A fim de se estabelecer correlagdes entre os possiveis agentes causais ou
contributivos para as lesées em estudo, os fatores como sexo, faixa etaria, localizagéo
das lesdes, histérico de cancer, habitos nutricionais, estilo de vida, medicamentos
utilizados e outras doencas associadas foram obtidos através da analise dos
prontuarios dos pacientes e aplicagao de questionario.

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE),
CAAE: 63952217.6.0000.5208, sob Oficio n° 1.955.690/2017 CEP/CCS e Registro de
Pesquisa CEP/CCS/UFPE n° 222/10.

Analise Histopatoldgica

As amostras teciduais, obtidas através de bidpsia (pinga Prof. Medina para
biépsia 3 mm), foram embebidas em formalina a 10% tamponada e posteriormente
emblocadas em parafina.

No processamento histolégico, apds a microtomia dos blocos de parafina, os
cortes histoldgicos obtidos (5 ym) foram desparafinizados, hidratados e submetidos
as técnicas de coloragdo hematoxilina e eosina (HE), tricromico de Masson (TM),
Picrosirius red, acido periédico de Shiff (PAS) e azul de alcian (AB).

Analise Histomorfométrica do Colageno

O processo usado para analise das laminas histolégicas consistiu-se em um
sistema de video-cAmera acoplado a um microscopio 6ptico (Olympus BH-2). O
sistema interativo de analise de imagens utiliza o software OPTIMAS® e Camera digital
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CCBBW 410 (Samsung®), disponiveis no Laboratério de Morfometria e Andlise de
Imagens do Programa de Pds-Graduag&o em Saude Translacional da UFPE.

Os parametros morfométricos adotados foram a area média total (um?),
distribuicdo da area média (em pixels) de colageno intersticial por campo captado na
lamina histoldgica (area total do campo = 12.234 ym?). A andlise quantitativa das fibras
foi aferida utilizando sistema automatico, estudando-se trés campos em cada caso.
Os softwares utilizados para as analises histomorfométricas foram o GIMP (GNU
Image Manipulation Program) versao 2.10 (2019) e o ImageJ versao 1.52 (2019).

Imunoistoquimica da B-catenina e a e-caderina

A recuperacao antigénica dos tecidos em lamina foi feita com tampéo citrato
100 mM pH 6,0 em panela de presséao por 2 minutos apods fervura. Posteriormente, as
amostras foram resfriadas até 35° C e entdo incubadas com solugao de perdxido de
hidrogénio por 30 minutos em temperatura ambiente para o bloqueio da peroxidase
endogena. Posteriormente os tecidos foram incubados com anticorpos (1:200) por 2
horas a 37° C em estufa.

A localizagado do anticorpo foi realizada utilizando-se o sistema de detecgao
Reveal Biotin-Free Polyvalent DAB (Biogen SPD-060, Brasil), sua revelagdo com
DAB-H20: e contra-corados com hematoxilina. Todas as lavagens realizadas entre as
etapas descritas utilizaram tampao fosfato de sédio 100Mm, pH 7,2 com NaCl 150 mM

(PBS). Para o controle negativo, os anticorpos foram substituidos por PBS.

Resultados e Discussoes

Anélise Epidemiologica

Inicialmente, a populagdo de estudo compreendeu trés grupos: doenga de
Crohn (n = 49), retocolite ulcerativa (n = 105) e controle (n = 16). A média de idade
dos 154 pacientes foi de 39 anos (19 — 70 anos), sendo 63 individuos do sexo
masculino e 91 feminino, a frequéncia foi maior em mulheres em ambos os grupos
(55% para DC e 75% para RCU).

Os pacientes do estudo nao relataram canceres anteriores, contudo o historico
familiar em parentes de primeiro grau foi relatado em 19 pacientes com DC e em 34
no grupo com RCU.
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Quanto aos habitos, o consumo de alcool foi observado em 44% dos pacientes
com DC, enquanto na RCU observamos em 29% dos casos. 45% dos pacientes com
DC e 33% com RCU sao fumantes ou fumaram por um periodo superior a 2 anos em
algum momento da vida.

Em relagdo aos medicamentos, 27 pacientes estavam sob o uso de azatioprina,
9 pacientes utilizavam a combinacido azatioprina e mesalazina, 59 sob monoterapia
com a mesalazina e 7 com sulfassalazina. Quanto ao uso dos farmacos bioldgicos
(inibidores do TNF), apenas 7 pacientes estavam sob tratamento com infliximabe e 5
com adalimumabe. Além do tratamento convencional, 46 pacientes estavam

realizando imunossupressao com corticosteroides.

Analise Histopatoldgica

Apods levantamento dos dados clinicos dos prontuarios, as amostras foram
coradas com Hematoxilina-eosina, analisadas histologicamente e os grupos foram
divididos em DC Ativa (n = 33), DC Remisséo (n = 16), RCU Ativa (n = 74) e RCU
Remisséo (n= 31).

Anormalidades criptograficas difusas, inflamagéao crénica, atrofia, presencga de
irregularidades nas vilosidades, deplegcao de muco e criptite configuram as principais
caracteristicas histoldgicas observadas na RCU. Na Figura 1, nota-se distor¢ao difusa
e atrofia de criptas em amostra de bidpsia colorretal tipica de RCU.

Figura 1: Atrofia das criptas na retocolite ulcerativa. Hematoxilina-eosina (Magnificagao 100x).

Microscopicamente, a inflamagéo na RCU esta confinada a mucosa. A mucosa
€ degradada por um processo inflamatério com ulceragdo que prejudica a mucosa
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circundante (Figura 2-A). No exame microscopico em maior aumento, observa-se
inflamacao da mucosa extensa. O epitélio da mucosa do coélon demonstra perda de
células caliciformes. A forma das criptas esta distorcida. Um exsudato esta presente
na superficie. Tanto as células inflamatérias agudas quanto as cronicas estao
presentes (Figura 2-B).

Figura 2: Padrao inflamatorio na retocolite ulcerativa. Hematoxilina-eosina A: Magnificagdo 100x. B:
Magnificagéo 400x.

Apesar da avaliagdo do grau de deplegdo de glicoproteinas ainda ser
considerado um fator subjetivo na literatura, nota-se maiores graus de deplegédo nas
fases mais ativas da doenga (Figura 3-A) quando comparada com as amostras em
remissao (Figura 3-B).

2

Figura 3: Distribuigao das glicoproteinas na mucosa intestinal. Deplegdo das glicoproteinas na
mucosa intestinal em retocolite ulcerativa (A) e distribuigdo normal em tecido normal (B). PAS e Alcian
Blue (Magnificagdo 100x).

Na DC as caracteristicas histologicas analisadas incluiram: a presenca de
granulomas, lamina propria focal ou irregular, inflamagao crénica, distorgao de cripta
focal ou anatomicamente descontinua e superficie mucosa normal.

Um achado histoldgico relevante na DC é a inflamag&o transmural. Na Figura

4, as células inflamatdrias (os infiltrados azulados) estendem-se da mucosa através
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da submucosa e muscular e aparecem como infiltrados nodulares na superficie serosa

adjacente a gordura. Nota-se, ainda, a presencga de inflamagao granulomatosa.

Figura 4: Placas de Peyer mostrando hiperplasia nodular linfoide e inflamagao transmural em
doenca de Crohn. Hematoxilina-eosina (Magnificagdo 100x).

Ainda em Doencga de Crohn um dos aspectos microscopicos relevantes é o
aumento do infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario na porgao inferior da mucosa. Na
fase ativa da doenga notam-se neutréfilos agredindo o epitélio glandular as chamadas
cripitites ou em aglomerados formando microabcessos.

Na analise microscopica em maior aumento, a natureza granulomatosa nao-
caseosa da inflamagao da doencga de Crohn é evidenciada por células epitelioides,
células gigantes e muitos linfécitos (Figura 5).

Figura 5: Inflamagao granulomatosa em doenga de Crohn. Infiltrado inflamatério crénico rico em
células epiteliodes (seta) e células gigantes (cabega da seta). Hematoxilina-eosina (Magnificagao
400x).
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Analise Histomorfométrica do Colageno

O tecido de pacientes com DIl é caracterizado por um aumento no colageno
total, bem como aumentos no colageno tipo Il e V, que podem contribuir para
enrijecimento da MEC. Produtos de degradagdo do colageno produzidos por
metaloproteinaises (MMPs) sao liberados no tecido, onde esses fragmentos da MEC
atuam como quimiocinas, capazes de aumentar o recrutamento de neutroéfilos [9].

Os produtos de degradagcao de MMP também estdo presentes no soro de
pacientes com DIl em diferentes niveis de DC e RCU, sugerem que a remodelagao
da MEC pode ser diferente nesses estados de doencga devido as diferencas em
populagdes de leucdcitos ou expressao de MMP [9].

A presencga do colageno em amostras de DIl pode ser evidenciada a partir de
técnicas histoquimicas especiais como Tricrémico de Masson (colageno tipo | e lll na
coloragao azul) e Picrosirius red, onde as fibras tipo | (Figura 6) se apresentam como
fibras grossas, altamente birrefringentes e na cor vermelha, enquanto as fibras tipo Il
se apresentam em feixes finos, com fraca birrefringéncia e na cor amarelo-

esverdeado.

Figura 6: Disposi¢dao das fibras colagenas tipo | em paciente com DC. As estrias vermelhas

evidenciam o colageno do tipo I. Picrosirius red (Magnificagdo 100x).

Nas fotomicrografias das laminas coradas por Tricromico de Masson,

capturadas com mesmo aumento optico, iluminagao, resolugdo, 1ISO, abertura e
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velocidade do obturador da cadmera, das regides centrais nota-se grande quantidade
de fibras colagenas de densidade e intensidade variadas (Figura 7), enquanto na
histologia intestinal normal, pode-se observar a presenga de discretas fibras

colagenas permeando as fibras musculares lisas.

Figura 7: Fotomicrografias das amostras teciduais para analise do colageno intersticial em
pacientes com doenca inflamatoria intestinal A e B: fibras colagenas na matriz extracelular de
pacientes com Doenga de Crohn. C e D: fibras colagenas na matriz extracelular de pacientes com
Retocolite Ulcerativa Tricromico de Masson (Magnificagdo 100x).

O processo fibrotico € uma parte da resposta intestinal ao processo de
inflamacao na DII. A fibrose intestinal é caracterizada pela producao excessiva de
componentes da matriz extracelular. A submucosa € uma densa rede de conectivos
tecido que consiste em fibroblastos, musculo liso células, vasos sanguineos, vasos
linfaticos e nervos. Durante a inflamagao imune células se infiltram na submucosa,
onde podem liberar enzimas que degradam a matriz e iniciar um ciclo de degradacéo
e sintese de matriz extracelular [10].

A analise histopatologica das lesdes inflamatdrias intestinais indicou a presenca
de fibras musculares turbilhonadas ou em camadas sobrepostas, permeadas por
tecido conjuntivo com uma quantidade variavel de vasos sanguineos e fibroblastos,

imersos em uma matriz extracelular abundante, composta predominantemente de
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colageno tipo | e Ill. Nas amostras de doenga ativa, tanto para DC quanto para RCU
nota-se ainda um extenso infiltrado inflamatério permeando as fibras de colageno
(Figura 8).

Figura 8: Fibras colagenas e extenso infiltrado inflamatério em paciente com doenga de Crohn
ativa. Observa-se areas de fibrose e processo inflamatoério. Infiltrado inflamatério crénico rico em
monomorfonuclenucleares (setas) e presenga de célula gigante (cabega da seta). Tricrobmico de
Masson (Magnificagéo 400x).

Apés o recorte das areas de interesse, as tonalidades do colageno (azul forte
e fraco) presentes nas fotomicrografias, a imagem resultante foi entdo submetida a
analise do histograma para quantificagédo da area média de colageno intersticial por
campo captado. O estudo do histograma indicou que a area média de colageno nas
regides captadas em pacientes com remissao foi maior que aquelas observadas nas
lesdes ativas, com p < 0,05 e intervalo de confianca de 95%, entre 3,9 e 54,06% para
doenca ativa e 27,94 e 84,13% para remisséo (Tabela 1) em DC e entre 2,72 e 36,38%
para doenga ativa e 19,52 e 54,63% para remissao (Tabela 2) em RCU.

Tabela 1: Area média de colageno intersticial por campo histolégico* em tecido intestinal de pacientes

com Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa ativa e em remissao.

Doenga de Crohn Ativa (n=33) Doenca de Crohn Remissao (n=16)

micrémetro (um?) % colageno micrémetro (um?) % colageno
MINIMO 1201,00 3,9% 8604,08 27,94%
MAXIMO 16647,70 54,06% 25907,72 84,13%
MEDIO 9500,18 30,85% 17552,53 56,98%

«Area total do campo de captura = 12.234um?.
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Tabela 2: Area média de colageno intersticial por campo histolégico* em tecido intestinal de pacientes

com Retocolite Ulcerativa ativa e em remissao.

Retocolite Ulcerativa Ativa (n=74) Retocolite Ulcerativa Remissao (n=31)
micrometro (um?) % colageno micrometro (um?) % colageno
MINIMO 837,62 2,72% 6011,15 19,52%
MAXIMO 11203,17 36,38% 16823,23 54,63%
MEDIO 5641,07 18,32% 11043,77 35,86%

“Area total do campo de captura = 12.234um?2.

A remodelagao da MEC é um processo essencial que inclui a degradagao por
proteases de moléculas velhas de colagenos, lamininas, elastina e proteoglicanos,
que serdo posteriormente substituidas por proteinas recém-sintetizadas. Nas DI, a
remodelagao excessiva da MEC é resultante da inflamagao intestinal crénica, que leva
a niveis aumentados de degradacgéo e pode resultar em cicatrizagdo inadequada do
tecido intestinal, o que pode eventualmente causar formagao excessiva de matriz e
deposigao de tecido, resultando em fibrogénese intestinal [11-13].

Estudos [14-16] indicam que o colageno tipo VI é crucial para a homeostase da
mucosa intestinal, como a perda de colageno tipo VI aumenta o derramamento e
migragdo de células epiteliais intestinais e resulta em alteragdes barreira epitelial
intraluminal. Nossa analise morfométrica evidenciou uma menor distribuicdo de
colageno nas amostras teciduais de pacientes com doenga ativa o que corrobora com
os dados identificados nos estudos citados.

O monitoramento de proteinas presentes na MEC e consequentemente os
niveis de remodelamento da matriz em pacientes com DIl, pode ser capaz de
identificar o prognostico dos pacientes e auxiliar na escolha do segmento
farmacoterapéutico mais eficaz para o fenétipo apresentado, ja que pacientes com
altos indices de remodelamento tendem a ter doenga grave e progressiva [17].

Anélise Imunoistoquimica da (B-catenina e a e-caderina

A mucosa nao ulcerada e a mucosa na doenca inativa demonstraram a
distribuicdo normal da e-caderina e [-catenina preservada. A expressao dentro do
epitélio inflamado sugere a estabilidade deste complexo B-catenina + e-caderina
(Figura 9). Por outro lado, alteragbes na imunorreatividade destas glicoproteinas
foram observadas em amostras de pacientes com ulceragdo da mucosa (Figura 10).
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Figura 9: Comparagao entre a expressao tecidual da B-catenina, e-caderina nos grupos com
doenca inflamatoria intestinal ativa. Nota-se a 3-catenina preservada no epitélio de lesdes ativas (A)
e e-caderina (B) distribuida normalmente pela extensao epitelial em DC ativa. Para RCU a expressao
de B-catenina (C) e da e-caderina (D) também estado preservadas. (Magnificagdo 400x).

Figura 10: Comparacgao entre a expressao tecidual da B-catenina, e-caderina em ulceragao da
mucosa. Imurreatividade da B-catenina (A) e da e-caderina em lesdes ulceradas na RCU (B).
(Magnificagédo 400x)

Existem evidéncias de que a reducao da expressao de e-caderina e o acumulo
de B-catenina citoplasmatica estao associados a variaveis clinicas mais agressivas e

com um comportamento biolégico mais agressivo [18].
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Varias linhas de evidéncia mostram que o complexo e-caderina e [B-catenina
esta associado a manutengédo da fungcédo de barreira epitelial intestinal. A regulacéo
das vias de sinalizagao dessas proteinas pode desempenhar um papel fundamental
no restabelecimento das propriedades de barreira, um cenario importante para a cura
da mucosa e restauragéo da barreira em DIl. No entanto, evidéncias adicionais a partir
de amostras coletadas sistematicamente em diferentes estagios de DIl seréo
necessarias para apoiar o papel da regulagao da e-caderina e -catenina como alvos
promissores para a estabilizacdo da funcdo de barreira intestinal nessas doencas.
[19,20].

Conclusoes

Durante a remodelacdo da MEC, os colagenos, lamininas, elastina e
proteoglicanos estdo sendo degradados por proteases e substituidas por proteinas
recém-sintetizadas. Contudo, apesar de ser um processo essencial, o curso clinico da
doenca inflamatéria intestinal impulsiona uma remodelacdo excessiva da MEC. A
avaliacdo dos componentes da MEC, em especial o colageno, pode funcionar como
um indicador da saude e integridade das fungbes da mucosa e da barreira intestinal.

A evidéncia de que a desregulacdo da adesdo e comprometimento do
complexo e-caderina e [3-catenina contribuem para a patogénese da DIl ao prejudicar
as propriedades da barreira epitelial intestinal ja se encontra bem consolidada na
literatura médica. Contudo, novos estudos nesse campo sao essenciais para
caracterizagao adicional dos mecanismos subjacentes e estabelecimento de novas

abordagens terapéuticas para os pacientes a partir desses achados.
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7 CONCLUSOES FINAIS

- Estudos epidemiologicos brasileiros consistentes e robustos acerca das doencgas
inflamatorias intestinais ainda sdo escassos na literatura médica, mas nota-se
estatisticas crescentes nas plataformas de monitoramento, como por exemplo o
DATASUS e em estudos com populagdes isoladas. No presente estudo, apesar dos
hospitais publicos onde as coletas foram realizadas receberem pacientes de
todo o estado de Pernambuco, a amostragem nao é significativa e determinante
para novas conclusdes epidemiolégicas. Contudo, o perfil apresentado em
relagao as médias de idade, sexo e habitos estdo de acordo com os principais

achados em populagées norte-americanas, europeias e orientais.

- O resultado da analise histoquimiluminescente da calprotectina reforga o papel
crucial desse biomarcador para avaliagao do curso clinico das doencgas inflamatorias
intestinais. As diferengas entre os grupos com doenga ativa, em remissao e nos
controles tanto para doen¢ca de Crohn como para retocolite ulcerativa foram
estatisticamente significativas. Nesse aspecto, cabe ainda ressaltar a
sensibilidade e acuracia do ensaio histoquimiluminescente na deteccao de
valores expressivos para calprotectina, ADAM 10 e 15 mesmo em pequenas
amostras de tecido intestinal. Sendo uma alternativa promissora na detecgao
precoce deste e de outro biomarcadores ndo apenas em amostras teciduais, mas em

outras amostras bioldgicas.

- As proteases ADAM10 e ADAM15 participam das vias de sinalizagao que regulam a
homeostase intestinal e renovagéo tecidual. Nos grupos de doenca ativa, tanto em
doencga de Crohn quanto em retocolite ulcerativa, os valores dessas proteases
foram mais expressivos, evidenciando possiveis tentativas de restabelecimento
da homeostase intestinal e regeneragado nas areas de lesao. Estudos adicionais
sdo necessarios para definir o papel da familia ADAM em células intestinais de
pacientes acometidos por doenca inflamatdria intestinal.

- A avaliagdo dos componentes da matriz extracelular, através da quantificacdo do
colageno e do complexo e-caderina e B-catenina, funcionam como indicadores da

saude e integridade do epitélio e da mucosa gastrointestinal. Sabe-se que a
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desregulacdo da adesdo e o comprometimento da barreira intraluminal contribuem
significativamente para a patogénese das doencas inflamatdrias intestinais. Os
achados deste estudo, reforgam inclusive o papel da matriz extracelular nos
diferentes fenétipos, sendo as lesdes na doenca de Crohn descontinua e

transmural e na retocolite ulcerativa superficiais e continua.

- A compreensao do papel da matriz extracelular e a identificagdo de biomarcadores
inflamatorios expande os conhecimentos na fisiopatologia da doenga de Crohn e da
retocolite ulcerativa, corroborando ndo apenas para metodologias diagndsticas mais
eficientes e precoces, mas também para novas possibilidades terapéuticas com

farmacos imunobioldgicos.
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habilitadas para serem administradas em pacentes com quadros dinicos sislamicos e oportunistas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
1-Folha de rosto assinada e carimbada pelo direlor do LIKA e com o vislo da diretoria de pesquisa do

HC/UFPE, 2-Canta de anuéncia do servigo de gastroenterclogia do HC; 3-Carla de anuéncia do
Departamento de Micologia, 4-Termo de compromisso e confidenciaidade; S5-lattes de todos os
pesquisadores anexados; 6- TCLE para maiores de 18 anoce adequado; 7- Projetos em ambos os formatos
adequados.

Recomendagdes:

Entendemos gue o primeiro objetivo secundario "Coletar fragmenlo do coldn® ndo se trala de um cbjelivo e
sim de uma etapa/ procedimento que deve ser realizado para que os cbjelivos sajam alcangados. Dessa
modo Sugernimos que seja comigido em ambos os projelos.

Conciusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N30 hét pandéncas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avakado na reunido do CEP e esté APROVADO para iniciar a colela de dados. Informamos
que a APROVAGAQ DEFINITIVA do projelo s6 serd dada apds o envio da Nolificagio com o Redatdrio Final
da pesquisa. O pesquisador deverd fazer o downlcad do modelo de Relatdrio Final para envidlo via
“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil Siga as instrugbes do link “Para enviar Relatdrio Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apds apreciacio desse relaldrio, o CEP emilird novo Parecer Consubstlancado definitive
pedo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desanvolver a pesquisa conforme delineada nesta
protocolo aprovado, excalo quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntério participanta (item V.3,
da Resclugio CNSIMS N° 466/12).

Enderego: Av. da Engenharia si® - 17 andar, sela 4, Prédio do CCS

Balro: Cidade Universitiria CEP: 50.740-800
UF: PE Musicipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8582 E-enail: capccs@ufpa e
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Eventuais modificagbes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projelo, identiicando a
parte do prolocolo a sar modificada e suas justificalivas. Para projetos com mais de um ano de axecugdo, &
obrigatério que o pesquisador responsdvel pelo Prolocolo de Pesquisa apresents a este Comild de Etica,
relatdrios parciais das afividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagdo
(itam X.1.3.b., da Resolu¢io CNSMS N° 466/12). O CEP/UFPE deve ser informado de todos os eleitos
adversos ou falos redevantes que allerem o curso normal do estudo (lem V.5., da ResolugB®0o CNSMS N°
466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar lodas as medidas imedialas e adequadas frente a evenlo
adverso grave ccorrido (mesmo que lenha sido em oulro cenlro) e ainda, anviar nolificagio & ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilincia Sanitaria, junto com seu posicionamento.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Aulor
Informacses Basicas| PB_INF ORMAGDES_BASICAS_DO_P | 2301/2017
do Projeto ROJETO_855016.pdi 11:06:24
[ projetomestradolika. pal 230172017 |ANTHONY ALVES |

Brochura 11:06:.07 |DOS SANTOS
Investigador 2 R SR ]
Outros comprovantedevinculo.pdf 22/01/2017 | ANTHONY ALVES
TCLE | Termoe de

00:31:42 |DOS SANTOS

[TCLE pdl 22/0172017 | ANTHONY ALVES |
Assentimento / 00:30:16 | DOS SANTOS

lermodeccnhidencalidace pdl 20/01/2017 | ANTHONY ALVES
00:12:12 | DOS SANTOS

2000172017 | ANTHONY ALVES
00:11:32 | DOS SANTOS

taliesrejane pdl 200172017 | ANTHONY ALVES
00:10:02 |DOS SANTOS

tatieshumberto_pdl 200172017 | ANTHONY ALVES
0009:20 |DOS SANTOS

Iatlesanapauta pdl 2000172017 | ANTHONY ALVES
00:09:37 | DOS SANTOS

EEEERERL

EEEE
:
3

Balkrro: Cidade Univemsiiria CEP: 50740800
UF: PE Mumicipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8523 E-mall: copcoa® i e
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Outros latlesmario.pafl 20/01/2017 | JUNIOR Acsilo
00:09:11
Outros tatiesanthony. pdl 2000172017 | ANTHONY ALVES | Acsilo
00:08:40 g%s 'gn{\mos
Dedaragic de Anuenciamico.pal 20/01/2017 | ANTHONY ALVES | Acsilo
InstituigBo e 00:05:00 |DOS SANTOS
Infraestrutura JUNIOR
Dedaragio de anuenciahc.pal 200172077 | [~ ACSID |
Instituig3o & 00:04:43 | DOS SANTOS
Infraestrulura JUNIOR
Folha de Roslo foihaderosio.pdl 2000172017 | ANTHONY ALVES | Acsilo
00:01:36 |DOS SANTOS
JUNIOR
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&o

RECIFE. 09 de Margo de 2017

Assginado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)

Enderego: Av. da Engenharia s/ - 17 andar, asla 4, Prédio do CC3
Balro: Cidade Univershiria

CEP: 50.740-800

E-mail: capeca@uipe e
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ANEXO Il
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado(a) paciente,

Chamo-me Ana Paula Fernandes da Silva, sou aluna regularmente matriculada no
mestrado do Programa de Pés-graduagao em Patologia (POSPAT) do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE) e pretendo realizar uma
pesquisa, sob a orientagdo dos Professor Mario Ribeiro de Melo Junior com o objetivo de
realizar um levantamento de pacientes portadores da Doencga de Crohn ou retocolite ulcerativa
atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE)

Para tanto, ha necessidade de utilizarmos amostras teciduais a fim de realizar estudos
laboratoriais cruciais para o entendimento de diferentes proteinas envolvidas na patogénese
destas doencas.

Vossa participagcdo nesta pesquisa consistira em autorizar a coleta de amostras de
teciduais através de bidpsia durante seus exames de rotina referente ao seu tratamento sob
responsabilidade deste servico médico.

As informacbes obtidas por meio desta pesquisa serdo publicadas em meio
académico-cientifico e asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Os dados néo seréao
divulgados de forma a possibilitar a identificagdo do paciente.

A nossa populacao se beneficiara desta pesquisa, pelo fato dos esclarecimentos que
vamos trazer por se tratar de um assunto controverso e carente de informagdes prognosticas
confiaveis e com isso vamos contribuir para diminuir o sofrimento de muitos pacientes
melhorando a qualidade de vida dos mesmos.

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

Este projeto foi submetido e aprovado ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, de acordo com a resolugao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude, sob o numero 222/10.

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

Atenciosamente,

\
Av. Prof. Moraes Régo, s/n, Cidade Universitaria, Recife, PE
Fone: 2126-8588. e-mail: mariormj@gmail.com

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagéo, e concordo,
voluntariamente, em autorizar a coleta das amostras biolégicas solicitadas.

Nome do paciente
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1. DADOS DE IDENTIFICAGAO (entrevistador responsavel)

Local de coleta Data

Numero do prontuario ID

2. INFORMAGOES PESSOAIS

Nome

Data de nascimento | Telefone

Endereco atual

Bairro | Cidade

UF | CEP | Zona () urbana () rural

3. SITUAGAO SOCIOECONOMICA E DEMOGRAFICA

Etnia o branca o parda o preta o amarela o indigena

Situacao conjugal o solteira o casada o vitva o divorciada

Escolaridade o nenhuma o NS/Recusa
o fund menor incompleto o fund menor completo
o fund maior incompleto o fund maior completo

o médio incompleto o médio completo
o superior incompleto o superior completo
Profissao

Renda mensal o NS/Recusa
onaotenhorendac1SMo2a3SMo3a5SMo5a10 SM
o mais de 10 SM o mais de 20 SM o mais de 30 SM

4. HISTORIA REPRODUTIVA

Numero de gestacdes? | Idade da primeira gestacdo?
5. HISTORICO CLINICO
Altura | Peso

Com que frequéncia vai ao proctologista?
o mensal o trimestral o semestral o anual

Qual foi o resultado do seu ultimo exame? o DC o RCU

Esta fazendo uso de algum medicamento? o SIM o NAO
Qual(is)?

Ja teve algum tipo de cancer? o SIM o NAO
Tipo de CA

6. HISTORICO FAMILIAR

Algum parente com cancer? o SIM o NAO

Grau de parentesco Tipo de CA
7. TABAGISMO
Fuma? o SIM o NAO o PAROU DE FUMAR (ha quanto tempo parou? )

Ha quanto tempo fuma?
Quantidade de cigarros pordia?c1a3c4a6o7a10omaco

8. HISTORICO ALIMENTAR

Consome bebidas alcodlicas? o SIM o NAO
Com que frequéncia costuma beber?
o diariamente o semanalmente o mensalmente o raramente

9. ATIVIDADE FiSICA

Pratica alguma atividade fisica por pelo menos 10 minutos seguidos?
o SIM o NAO
Com que frequéncia? dias da semana
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ANEXO IV
Atividades desenvolvidas durante o Doutorado

(2017 - 2021)

Produgao Cientifica:

Rosas, E. P., Costa, R. F., Paz, S. T., da Silva, A. P. F., de Freitas, M. F. L., & Valenga, M. M. (2018).
Mecanismos farmacolégicos do topiramato na profilaxia e tratamento da enxaqueca: uma
revisdo. Headache, 9(4), 190-195.

SILVA, A. P. F. Immunochemiluminescent Detection of Calprotectin S100A8/A9 in Ulcerative Colitis In:
2° Congresso Brasileiro de Doengas Inflamatérias Intestinais, 2019, Campinas. 2° Congresso Brasileiro
de Doengas Inflamatorias Intestinais. (Apresentagao Oral) 2019.

ROSAS, E. P.; PAZ, SILVANIA TAVARES; SOUZA NETA, A. C.; COSTA, R. F.; SILVA, A. P. F;
FREITAS, M. F. L.; VALENCA, M. M. Histomorphometric analysis of mast cells in different regions of
human intracranian dura In: International Symposium on Diagnostics and Therapeutics (SINATER X),
2019, Recife. SINATER., 2019. v.X.

PAZ, SILVANIA TAVARES; ROSAS, E. P.; SILVA, A. P. F.,; PAES, F. L. A;; MEDEIROS, P. L.
Estabelecimento e Otimizagdo do Protocolo para o Processamento Histologico Manual In: XXI
Congresso Brasileiro de Histotecnologia, 2019, Fortaleza. XXI Congresso Brasileiro de
Histotecnologia., 2019.

Rosas, E. P., Paz, S. T., de Souza Neta, A. C., Costa, R. F., da Silva, A. P. F., de Freitas, M. F. L., &
Valenga, M. M. (2019). Histomorphometric analysis of mast cells in different regions of human
intracranial dura mater. Headache Medicine, 60-62.

SANTOS, E. R. R. dos; VALENCA, M. M.; LEITE, Antonio Flaudiano Bem; MELLO, L. A; SILVA, A. P.
F.; LAURENTINO, I. M. S.; SILVA, V. N. C.; GODOI, A. L. ENXAQUECA: evidéncias de um problema
da Saude Coletiva. Curitiba: EDITORA CRV, 2019, v.1. p.109.

da Silva, A. P. F., de Albuquerque Mello, L., da Fonseca, E. M. S., de Lima, L. E., Maranhéao, L. J. A.,
Alves, N. M. L. C., ... & de Melo Junior, M. R. (2021). Aspectos Nutricionais Associados a Patogénese
das Doengas Inflamatorias Intestinais: uma Revisdo Sistematica. Brazilian Journal of Health
Review, 4(4), 17329-17350.

Estagio em docéncia:
ORIENTADOR: Prof. Dr. Mario Ribeiro de Melo Junior

DISCIPLINA DO ESTAGIO: PROCESSOS PATOLOGICOS GERAIS

RESPONSAVEL PELA DISCIPLINA: Prof. Dra. Adriana Maria da Silva Telles
Prof. Dr. Mario Ribeiro de Melo Junior

PERIODO DE ESTAGIO: Agosto — Dezembro 2018
Fevereiro — Junho 2019



