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RESUMO

Defensinas séo peptideos antimicrobianos produzidos na mucosa intestinal e fazem
parte da imunidade inata, agindo sobre varios microrganismos luminais. Deficiéncia
na expressao de defensinas tem sido relatada em doencas inflamatdérias intestinais
(DIl), no entanto a contribuicdo de cada tipo de defensina, num cenéario de
polimorfismo genético, mantém alguma controversa. Beta-defensinas humanas
(HBDs) tém atividade antimicrobiana contra uma ampla variedade de fungos,
bactérias e virus e tém também, um papel na ligacdo entre a imunidade inata e
adaptativa atuando como quimiotaticos. O gene DEFB1 (8p23), codificando a beta-
defensina humana 1 (HBD-1), € expresso normalmente por células epiteliais de uma
série de tecidos, mas sua expressdo pode variar entre individuos e pode ser
modificada durante processo inflamatorio. Producédo deficiente de defensinas parece
contribuir para a patogénese de DIl, e uma diminuicdo na expressao de HBD-1 tem
sido relatada na mucosa de pacientes com doenca de Crohn (DC) e retocolite
ulcerativa (RCU). No6s avaliamos a possivel associacdo de trés polimorfismos do
gene DEFB1 com a suscetibilidade a DIl, RCU e DC, em 149 pacientes, 79 com DC
e 70 com RCU; e 200 controles saudaveis do sul do Brasil. No nosso estudo néo se
observou diferenca estatisticamente significativa entre a distribuicdo das frequéncias
alélicas para DEFB1 SNPs -52G>A. -44C>G e -20G>A entre o total de pacientes
com DIl e controles. Porém, quando pacientes com DC foram estratificados de
acordo com a localizagdo anatomica, o alelo -20G>A foi mais frequente em
pacientes com DC coldnica do que em controles (65 % VS 44 %, p=0,048). De forma
similar, o gendtipo A/A foi mais frequente em pacientes com DC colbnica do que em
controles (36 % VS 16 %), mas neste caso, a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,07).

Embora ndo se achou uma clara e forte associacéo entre os SNPs 5-UTR DEFB1 e
suscetibilidade/protecdo a doenca inflamatéria intestinal, nossos resultados sugerem
possivel envolvimento do gene DEFB1 nestas enfermidades, especialmente com a
localizagdo colonica da doenca de Crohn. Estudos com amostras maiores e
populacées diversas serdo Uteis para avaliar a tendéncia observada no nosso grupo.

Palavras-chave: “Defensinas”; “Doenca inflamatéria intestinal”; “Imunidade inata”;
“Microbiota”



ABSTRACT

Defensins are antimicrobial peptides produced by the intestinal mucosa and are part
of the innate immune system, playing a protective role against various intestinal
microorganisms. Deficiency in the expression of defensins has been reported in
inflammatory bowel diseases (IBD), however there is some controversy over the
contribution of each type of defensine, in a setting of great genetic polymorphism.
Beta-defensins (HBDs) have an antimicrobial activity against a great variety of fungi,
bacteria and viruses, and also have a role in connecting the innate and the adaptive
immunity, acting as a chemostatic agent. Deficient production of defensins appears
to contribute to the pathogenesis of IBD, and the lower expression of HBD-1 has
been reported on the mucosa of Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD)
patients. We evaluated a possible association of three polymorphisms of gene
DEFB1 with susceptibility to develop IBD, UC and CD in 149 patients, 79 with CD
and 70 with UC; and 200 healthy controls from the south of Brazil. The gene DEFB1
(8p23), which codifies human beta-defensin 1 (HBD-1), is constitutivelly expressed
by epithelial cells of several tissues, but its expression may vary among different
individuals and may be modified by inflammation. In our study we did not find a
statistically significant difference between the distribution of the allelic frequencies for
DEFB1 SNPs -52G>A, -44C.G and -20G>A between the total number of patients and
controls. However, when patients were stratified according to the anatomic location,
the allele -20G>A was more frequent in patients with colonic CD than in contros (65%
VS 44%, p=0,048). Similarly, the genotype A/A was more frequent in patients with
colonic CD than in controls (36% vs 16%), however, in this case, the difference
wasn'’t statistically significant (p=0,07).

Although we did not find a clear and strong association between the 5-UTR DEFB1
SNP and susceptibility to IBD, our results suggest a possible involvement of the
DEFB1 gene and these diseases, particularlly colonic CD. Further studies with larger
samples and diverse populations will be usefull to evaluate the trend observed by our

group.

Keywords: “Defensins”; “Inflammatory Bowel Disease”; “Innate immunity”;
“Microbiota”
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1. INTRODUCAO

O trato digestivo representa um dos sistemas imunolégicos mais complexos
do corpo humano (1). A barreira mucosa normal da parede intestinal separa o
interior do individuo, essencialmente estéril, de uma série de desafios imunoldgicos
antigénicos representados pelos microrganismos do liumen (2). O epitélio intestinal
produz muco, peptideos antimicrobianos e imunoglobulina A secretora (Ig A), que
contribuem para proteger o individuo de agresséo, através de resposta rapida aos
patdgenos, ao mesmo tempo em que permite a acdo de mecanismos imunolégicos
inatos que garantem a coexisténcia com bactérias comensais intestinais (3). Na DI
ocorre 0 que se acredita ser, uma quebra desta tolerancia e inflamacdo sobrevém,
movido pela flora microbiana intestinal (4,5).

Doenca de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RU) séo as principais doencas
inflamatorias intestinais (DIl) e tém sido foco de intensa investigacdo nas ultimas
duas décadas, tanto em ciéncias basicas quanto em pesquisa clinica. Esta atencao
especial se justifica pelo crescimento extraordinario de informacdes sobre varios dos
elementos envolvidos na doenca (6). Embora ainda tenha etiologia desconhecida,
evidéncia recente sugere que a DIl resulte de uma interacdo complexa de fatores
genéticos e ambientais, levando a uma resposta inflamatéria inapropriada e
desenvolvimento da doenca.

A imunidade inata tem sido foco de ateng&o especial em estudos recentes,
gue sugerem ter a mesma um papel importante na primeira linha de defesa do
organismo, no acionamento da cascata inflamatéria e nas subsequentes respostas

patolégicas do sistema imune adaptativo, caracteristico de DIl (7).
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Parte desta linha de defesa inata se encontra no epitélio que compde a
mucosa intestinal, onde encontramos células especializadas produtoras de
peptideos com acdo antimicrobiana, chamadas defensinas. Acredita-se que a
expressdo atenuada de defensinas possa comprometer a imunidade, alterando o
equilibrio existente no intestino, favorecendo a ocorréncia de processo inflamatorio
e, desta forma, contribuir para a patogénese da DIl. Evidéncia para esta hipotese
pode ser demonstrada em DC, onde reducdo nos niveis de alfa-defensinas é vista
em doenca de localizag¢do no ileo, e niveis reduzidos de beta-defensinas, naquelas
com envolvimento colénico. Embora ndo haja davida de que a expressdo das
defensinas esteja alterada em DII, esta menos claro se a deficiéncia de defensina é
uma das causas de DIl ou se € uma consequéncia do processo da doenca na

mucosa (8).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ESTRATEGIA PARA BUSCA E SELECAO DA INFORMACAO

Esta reviséo da literatura esta focada nos fatores envolvidos na fisiopatologia
da doenca inflamatdria intestinal, particularmente no papel das defensinas,
especialmente o da beta-defensina 1 (DEFB1). A estratégia de busca envolveu as
seguintes bases de dados: LILACS, SciELO, PubMed e Medscape, no periodo de
2000 a 2015. Foram realizadas buscas através dos termos “Inflammatory Bowel

1)

disease”, “Innate immunity”, “defensins” and “microbiota” e suas combinag¢des

apresentadas na abaixo:

PUBMED/MEDLINE Encontrados Selecionados
1.Defensins 3278 artigos 16
2.Inflammatory Bowel Disease 5401 artigos 21
3.Innate immunity 50210 artigos 14
4.Microbiota 16274 artigos 9
1+2=161 artigos 45
1+ 3=886 artigos 45
1+ 4=80 artigos 15
1+2+3=71 artigos 20
1+2+3+4= 11 artigos 7

PUBMED= 192 ARTIGOS



LILACS Encontrados Selecionados
1.Defensins 25 artigos 1
2.Inflammatory Bowel Disease 435 artigos 20
3.Innate immunity 342 artigos 5
4.Microbiota 853 artigos 10
1+2=92 artigos 20
1+ 3=90 artigos 13
1+ 4=53 artigos 14
1+2+3= 30 artigos 9
1+2+3+4=1 artigos zero
LILACS= 93 ARTIGOS
SIELO Encontrados Selecionados
1.Defensins 4 artigos 1
2.Inflammatory Bowel Disease 142 artigos 3
3.Innate immunity 51 artigos 2
4.Microbiota 443 artigos 2
1+2=zero artigos zero
1+3=2 artigos zero
1+ 4= zero artigos zero
SIELO= 1 ARTIGO

19

Por haver duplicidade de alguns artigos do Pubmed e Lilacs foram

selecionados um total de 210 artigos.
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2.2. DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

2.2.1. DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

RCU e DC séo as duas formas principais de doenca inflamatodria intestinal
(DI), que tém na cronicidade e atividade inflamatéria progressiva suas
caracteristicas principais. Apesar de terem algumas caracteristicas comuns, elas
podem ser diferenciadas por predisposicdo genética, fatores de risco, caracteristicas
clinicas, endoscdpicas e histolégicas (9).

A inflamacdo na RCU é caracteristicamente restrita a superficie mucosa,
estando as alteracfes inicialmente presentes no reto, podendo estender-se no
sentido proximal, de forma continua, através de todo o colon. A distribuicdo da
doenca € estratificada pela extensdo do envolvimento colénico, desde proctite, a
colite esquerda, até colite extensa (pancolite). A intensidade do processo
inflamatorio determina as alteracdes que ocorrem na mucosa, desde edema leve até
ulceracdes extensas. Os achados histoldégicos incluem presenca de grande
guantidade de neutrofilos na lamina prépria e nas criptas intestinais, onde formam
micro-abscessos, podendo haver deplecéo das células caliciformes (7,10).

A DC pode afetar qualquer porcdo do trato digestivo, sendo mais comum o
envolvimento do ileo terminal e do intestino grosso. O envolvimento do coélon pode
ter padrao irregular, segmentar e o processo inflamatério pode envolver todas as
camadas do intestino. A andlise histopatoldgica pode documentar o processo
inflamatorio transmural, que é caracterizado por agregados de macrofagos que, com
frequéncia, formam granulomas ndo-caseosos (7).

Pacientes com DIl podem também ter manifestacbes extra-intestinais, tais

como colangite esclerosante, espondilite anquilosante, uveite, pioderma
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gangrenoso, eritema nodoso, dentre outros (11). O diagndstico é feito com base em
dados clinicos, patologicos, endoscoépicos e radiologicos (10,12).

Embora a incidéncia de DIl varie de forma consideravel ao redor do mundo,
um aumento expressivo tem ocorrido nas Ultimas décadas, principalmente nos
paises industrializados. As incidéncias mundiais descritas de RCU e de DC variam
de 0 a 24.3/100 000 habitantes e de 0 a 20.2/100 000 habitantes, respectivamente
(13). No norte da América e da Europa a incidéncia varia de 9 a 20 casos por
100.000 pessoas /ano, e taxas de prevaléncia, de 156 a 291 casos por 100.000. As
taxas sdo baixas no hemisfério sul e nos paises orientais (Figura 1), no entanto, é
interessante observar que a DIl tem aumentado em paises que passaram a adotar
estilos de vida similares aos dos paises industrializados, o que sugere que fatores
ambientais possam desempenhar um papel decisivo na promocdo do inicio da

doenca (14).

Prevadence

B ighest
Blemedate

B Lowest
Uncharted

Noture Roviews | Gastroanterology & Hopatology

Figura 1: Prevaléncia mundial de doencga inflamatéria intestinal
prevista para 2015

Fonte: (13)

Descrigédo: regides do mundo com prevaléncia maior (em vermelho), intermediaria (em
amarelo), menor (em azul) e desconhecida (cinza). (Adaptado de Molodecky NA et al.
Gastroenterology 2012; 142:46-54).



22

O quadro inicial de DIl ocorre principalmente na segunda ou terceira década
de vida, evoluindo para se tornar uma enfermidade crbénica e recorrente na maioria
dos individuos. RCU tem um padréo de incidéncia bimodal, com um pico de inicio
principal entre as idades de 15 e 30 anos (14), e um segundo pico, menor, entre as
idades de 50 e 70 anos. Estudos tém demonstrado néo haver diferenca entre sexos
ou pequena preponderancia entre homens (14). DC surge com mais frequéncia no
final da adolescéncia ou no adulto jovem, também havendo um segundo pico de

incidéncia na faixa dos 60 anos, e sendo distribuido igualmente entre os sexos (15).

2.2.2. FISIOPATOLOGIA

2.2.2.1. FATORES GENETICOS

H& muitos anos estudos populacionais tém demonstrado agregacao familiar
em DII. Kirsner e Spencer foram os primeiros a descreverem esta ocorréncia,
aproximadamente trinta anos apos a descri¢ao original de “ileite regional” por Crohn
e al em 1932 (16). Cerca de 30 anos depois, descobriu-se a vinculacdo de DC com o
cromossomo 16 (17) e, gracas aos avancos tecnolégicos, em mais 5 anos
identificou-se o primeiro gene ligado a DI, o NOD2/CARD 15 (nucleotide
oligomerization domain 2 / caspase recruitment domain family), situado no
cromossomo 16 e que codifica a proteina NOD2 (nuclear type binding
oligomerization domain 2) e suas variantes, associados com DC ileal (18).

NOD2/CARD15 é uma proteina citoplasmética cuja funcdo € detectar
particulas bacterianas intracelulares, contribuindo para sua depuragédo. Mutacdes do

gene que o codifica podem levar a disfuncdo na atividade antimicrobiana das células
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de Paneth, que séo vitais para a defesa inata da mucosa. O gene NOD2/CARD15
tem sido associado ao envolvimento ileal por DC e diminui¢cdo na producao de alfa-
defensinas (19). A regido onde se encontrou o0 gene CARD2/NOD2 foi denominado
IBD 1 (Inflammatory Bowel Disease 1).

Apés um novo periodo de cinco anos, o segundo gene associado a DIl foi
descoberto: o receptor de interleucina IL23R (IL-23R) (20), estimulando novos
estudos de associacdo gendmica em todo o mundo, tais como o GWAS (Genome-
Wide Association Studies), o que permitiu elevar, em apenas cinco anos adicionais,
0 numero de associacdes de genes com DIl a mais de 100 em 2011, e pelo menos a
163 em 2012 (21).

Entre as associacdes descobertas neste periodo foi a deteccdo de SNPs
(Single nucleotide polymorphisms) dos genes da autofagia ATG16L1 (Authophagy-
related 16-like 1) e IRGM (Immunity-related GTPase family, M), associados a DC
(22,23). Autofagia € um processo de decomposicdo de componentes intracelulares
por lisossomos, e desempenha um papel relevante na depuracdo de patdégenos
intracelulares. Como a patogénese de DC parece depender da resposta imune a
microbiota, uma disfuncdo da eliminacdo autofadgica de bactérias intracelulares,
causada pela disfuncdo de ATG16L1 e IRGM, e uma resultante mudanca da
microbiota intestinal, poderia levar ao desenvolvimento de DC (24).

Varias outras associacfes seguiram, tais como aquelas dos SNPs de genes
IL-10 (Interleukin 10), IL-10R (Interleukin 10 receptor) ou IL-18RAP (Interleukin 18
receptor accessory protein), ressaltando o papel relevante da resposta imune e
citocinas na patogénese de DIl (25-28).

Apoés os achados iniciais de genes mais ligados a DC, foram encontrados

outros, associados a RCU, tais como o polimorfismo de genes ECML1 (Extracellular
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matrix protein 1), CDH1 (Cadherin 1, type 1), HNF4a (Hepatonuclear fator 4 alpha) e
LAMB1 (Laminin beta 1), que estdo associados a regulagédo da permeabilidade da
barreira epitelial do intestino. A revelacdo destes genes ajudou a lancar luz sobre a
contribuicdo do aumento de permeabilidade da membrana na patogénese de RCU
(29).

Outro resultado destes estudos do GWAS foi relatado por Kaser et al, que
mostraram SNPs localizados no gene XBP1 (X-box binding protein 1), que estao
associadas as duas formas de DII, tanto RCU quanto DC (30). Este gene codifica
um importante fator de transcricdo (TF) na resposta ao stress do reticulo
endoplasmatico (ER). A proteina XBP1, codificada pelo mMRNA XBP1, &€ um potente
fator de transcricdo que faz a mediacdo da transcricdo dos genes alvo do stress do
ER, tais como aqueles envolvidos em dobradura de proteinas e degradacao
associada ao ER (ERAD- Endoplasmatic reticulum associated protein degradation).
Kaser et al, também demonstraram, apds realizacdo de sequenciamento de nova
geracado na regiao do gene XBP1, SNPs raros presentes somente em pacientes com
DIl, e ndo em controles, e mostrou que duas destas variantes eram hipomorficas
(30).

Estudos recentes demonstram que o numero de alelos de risco para RCU ou
DC que o paciente carrega aumenta, de forma diretamente proporcional, a razao de
chances de desenvolver a doenca (31). Assim sendo, quanto maior a carga de
genes associados a DII, maior o risco de manifestacdo de DII. A contribuicdo da
genética na patogénese da DIl parece ser maior na DC do que na RCU, ja que dos
163 genes associados a DI, 23 estédo associados a RCU, 30 com DC, e os restantes
110 com ambas as formas de DIl: RCU e DC (21). E interessante observar que

ocorre maior concordancia monozigotica em DC do que em RCU (32).
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A disponibilidade crescente de novas tecnologias de sequenciamento,
combinados com a diminuicdo dos custos, esta permitindo agora o sequenciamento
de genomas, exomas e transcritomas inteiros. Também estdo permitindo fazer os
chamados re-sequenciamentos de nova geracdo, nas regibes previamente
identificadas pelo GWAS como associadas a DII, para permitir o achado de SNPs de
baixa frequéncia, que provavelmente representem variantes funcionais (33). Banco
de dados de referéncia para as variantes de DNA humano, tais como aqueles
providenciados pelo 1000 Genomes Project, também estdo permitindo entender
melhor como o gendtipo influencia o fendétipo, abrindo novas frentes de pesquisa da
genética na DIl (34).

A busca por associacbes com DIl se justifica, ndo apenas do ponto de vista
de pesquisa, mas também, da pratica clinica. Estudos demonstraram que
assinaturas genéticas especificas podem identificar subgrupos de pacientes com DI,
que podem ou nao responder a terapia com imunossupressores biolégicos (35),
podem predizer doenca clinicamente refrataria (36), aqueles com risco de
complicacBes e assim por diante. Este progresso nas técnicas de sequenciamento
irA render novas descobertas, abrindo novos caminhos para a investigacdo da
patogénese de doencas complexas como a DII.

Embora as descobertas de associacdes genéticas com DIl sejam notaveis,
elas ndo dao conta de explicar a patogénese, isoladamente. Fatores ambientais,

sem duvida interagem com o individuo geneticamente suscetivel.

2.2.2.2. FATORES AMBIENTAIS

Embora fatores genéticos de risco para RCU e DC tenham sido identificados,

estes ndo seriam suficientes para explicar o aumento destas doencas a partir da
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segunda metade do século XX. A partir da Segunda Guerra Mundial houve um
aumento expressivo, tanto na incidéncia quanto na prevaléncia DIl, enquanto que no
século XIX praticamente ndo havia relato destas doencas. O pool genético que havia
no século XIX ndo mudou de forma significativa neste periodo curto de tempo, de
modo que 0s genes, isoladamente, ndo conseguiriam explicar a escalada crescente
em DIl em quase todos os paises (37,38). Os numeros sempre foram maiores nos
paises industrializados, no entanto, também tem havido aumento em paises em fase
de desenvolvimento, nos quais sdo adotados habitos “ocidentais” (14).

As diferencas entre a incidéncia e a prevaléncia que ocorreram com o0 passar
do tempo, e que existem entre diferentes regides geograficas e entre diferentes
populacdes, sugerem a existéncia de um papel importante para fatores ambientais
na etiologia de DIl (15,38,39). Ademais, evidéncia importante sobre o papel do meio
ambiente vem de estudos de migracdes populacionais: adultos que migram de
regides com baixa incidéncia de DIl para alta, ndo desenvolvem a doenca, mas as
criancas menores, ou descendentes nascidos ap0s a migracdo, vém a serem
acometidos de DIl na mesma propor¢cado que a populacdo nativa da regido de alto
risco (40,41). Imigrantes adultos e seus filhos compartiham os mesmos genes,
todavia seu risco de DIl € diverso e depende, fundamentalmente, de quando e para
onde migraram, sugerindo haver responsabilidade por parte de fatores ambientais
aos quais 0s jovens e as novas geracoes foram expostas.

Apoiando esta ideia, uma coorte recente, publicada em 2014, observou que
pessoas nascidas e criadas em ambiente rural, em contato com animais da fazenda,
tinham um efeito protetor para DIl, quando comparados com individuos criados em
area urbana. Neste mesmo grupo, criado na fazenda, a historia de ingestao de leite

nao pasteurizado e de consumo de hortas do quintal na infancia, também teriam
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efeitos protetores contra DII, segundo 0 mesmo estudo. A possivel explicacdo seria
gue uma exposicdo precoce a uma diversidade microbiana maior tenha efeito
protetor no longo prazo (42).

Ha muito tempo uma série de doencas, particularmente aquelas de natureza
neoplasica e inflamatoria crénica, incluindo DII, tém sido associados a fatores do
meio ambiente. O nimero e a variedade de fatores de risco ambientais que tém sido
ligados a DIl € grande, variando de tabagismo, dieta, drogas, geografia, status social
e educacional, stress, apendicectomia prévia, permeabilidade intestinal e microbiota
intestinal (43). Embora alguma evidéncia exista para estes fatores, as limitacdes das
pesquisas sobre o0os mesmos derivam de uma falta de grandes coortes
populacionais, com informacdes detalhadas, coletadas de forma prospectiva.

O tabagismo € um dos gatilhos ambientais mais estudados em DIl. Desde a
primeira descricdo em 1982, do efeito protetor para RCU e deletério para DC, varios
outros estudos reproduziram estes resultados. Nao esta claro qual o mecanismo de
protecdo na RCU e dano na DC. Todavia € um fato verificado em varias séries, de
que o paciente tabagista com DC piora de forma nitida, aumentando o risco de
complicag@es e risco de sofrer mais procedimentos cirargicos do que o nao fumante
(44-46).

Varios medicamentos tém sido implicados como fatores ambientais que
aumentam o risco de RCU e DC, embora os mecanismos do efeito ndo estejam
claros. Neste grupo estdo: os anticoncepcionais, a aspirina, os anti-inflamatoérios néo
esterdides e os antibioticos (47,48). Ha evidéncia epidemiolégica convincente
demonstrando que quanto mais cedo, e mais frequente for o uso de antibigticos nos
primeiros anos de vida, maior o risco de desenvolver DI, principalmente DC, mais

tarde ao longo da vida (49,50).
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A deficiéncia de vitamina D tem sido associada com um vasto nimero de
doencas. Recentemente tem sido descrito como um novo fator de risco para DC.
Quando foi inicialmente descrito nestes pacientes, havia davida se fazia parte da
etiopatogenia da enfermidade ou se seria consequéncia das limitacbes de
mobilidade, pouca exposicdo solar, desnutricdo e ma absor¢cdo impostas pela
doenca (51). No entanto, € comum encontrar deficiéncia de vitamina D em pacientes
recém-diagnosticados com DII, sugerindo que este fator possa aumentar o risco de
desenvolver DIl (52). Khalili et al examinaram uma grande coorte histérica americana
sobre doencas crbénicas, com o foco em DIl. Observaram que 0s pacientes de
regides mais frias tinham um risco aumentado para DC e RCU, sugerindo uma
relacdo com a menor exposicdo a luz ultravioleta, o maior determinante dos niveis
de vitamina D (53,54).

Recentemente varias linhas de evidéncia ecoldgica e epidemiologica sugerem
gue a poluicdo do ar possa contribuir para o risco de DC e RCU. Na presenca de ar
atmosférico poluido, observou-se aumento na circulacao de polimorfonucleares e de
citocinas plasmaticas, incluindo o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa),
estimulando a investigacédo do papel destes poluentes na DIl (45,55,56).

Com muita frequéncia a dieta tem sido apontada como possivel causa de DI,
no entanto ha uma grande lacuna de dados consistentes para confirmar esta
hipotese. Relatos apontam que a ingestdo de proteina de origem animal e acidos
graxos dmega-6 possam aumentar o risco de RCU, enquanto que acidos graxos
Omega-3 e fibras possam oferecer protecédo (57). Acredita-se que a dieta possa ter
influéncia na doencga, através de seu efeito modificador sobre a microbiota intestinal
(45). Neste sentido, Wu et al demostraram que o padréo de dieta adotado no longo

prazo afeta a proporcao de Bacteroides, Prevotella e Firmicutes, e que mudancas no
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curto prazo nao tém influéncia significativa. Nas comunidades onde a dieta de longo
prazo era rica em proteina e gordura de origem animal havia predominio de
Bacteroides, enquanto que naquelas com dieta rica em carboidratos simples, o
agrupamento predominante foi Prevotella (58). Além disso, Zimmer et al estudaram o
impacto da dieta vegana e vegetariana na microbiota, e acharam uma reducao
significativa de Bacteroides sp., Bifidobacterium sp., e as enterobacteriacias,
enquanto que a carga total de bactérias permanecia inalterada (59). Como as
entebacteriacias tém sido encontradas em numero elevado, de forma consistente,
em pacientes com DII, seria importante investigar o padrdo de dieta, de curto e de
longo prazo, em futuros estudos sobre o papel do microbioma em DII.

Embora ainda ndo haja prova que alguma dieta especifica cause, previna ou
trate DIl diretamente, € sempre importante considerar as interacdes que ocorrem
entre nutrientes e a microbiota intestinal quando estudamos o papel do microbioma
em doencgas digestivas. Devido & complexidade dos efeitos dietéticos, incluir estas
informacdes provavelmente s sera possivel em grandes estudos de coorte (60,61).

Todos estes fatores mencionados apontam para a hipétese de que uma
biodiversidade baixa e mudancas analogas em exposicdo microbiana possam ter

importancia na etiologia de DII.

2.2.2.3. FATORES MICROBIOLOGICOS

NOs coexistimos com nossa microbiota como mutualistas, mas essa relacao,
por vezes, se torna patolégica, tal como em obesidade, em diabetes, em
arteriosclerose e em doenca inflamatodria intestinal (62,63). A microbiota intestinal
tem sido o foco de numerosos estudos na ultima década, por haver convic¢do de

seu papel decisivo na etiopatologia da DIl. O advento de técnicas que n&o



30

dependem de culturas, tais como sequenciamento de proxima geracdo e
metagendmica, tem permitido avaliacdo global da microbiota intestinal de uma forma
muito mais acurada e sofisticada do que era possivel até poucos anos (64,65).

A composicdo dos microrganismos do intestino humano — a microbiota - é
extremamente dinamica e sofre evolucdo continua, tanto em quantidade quanto em
qualidade, desde o nascimento até a idade adulta, e esta evolucdo é influenciada
pelo genoma e pelo meio ambiente ao qual o individuo € exposto. Ao nascer o trato
digestivo € praticamente estéril, sendo colonizado apds o parto (Figura 2). A forma
do nascimento influencia fortemente a composicdo da microbiota humana, sendo
mais diversificada nos individuos que nascem de parto vaginal do que naqueles de
cesariana (66). Do nascimento até o primeiro ano de vida a microbiota varia de
forma erratica, quando atinge algum equilibrio, no entanto, somente ao chegar a
idade adulta o microbioma atinge estabilidade e complexidade, com melhora na sua
resiliéncia contra perturbacdes (67). Ao envelhecer, no entanto, existe uma
diminuicao desta estabilidade (68).

Existe um conceito bem sedimentado de que o aleitamento materno tem uma
influéncia inicial e continua na formacdo do microbioma da crianc¢a, principalmente
nos primeiros trés meses. Além de proporcionar uma singular mistura de nutrientes e
proteinas antimicrobianas, que influenciam a ecologia da microbiota neonatal, o leite
materno fornece imunoglobulina A (Ig A) em abundancia, cuja especificidade foi
moldada pela microbiota materna (69). Nas criancas amamentadas pela mée, as
Bifidobacterias sdo mais comuns, enquanto que naquelas alimentadas com leite
formulado comercialmente ha mais Escherichia coli, Clostridium difficili, Bacterioides

fragilis e lactobacilos (70).
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Durante este periodo critico inicial, o sistema imune neonatal amadurece sob
a influéncia desta microbiota, que sofre exposicao a diversos fatores ambientais, tais
como: dieta, novos micrébios, xenobidticos, bacteriéfagos e infecces intestinais.
Acredita-se que esta exposicdo tenha um papel crucial em moldar a composicao da
microbiota durante esta janela de maturacdo. Este seria um periodo sensivel, um
estagio de desenvolvimento, no qual o tipo da impressao microbiana sobre o sistema
imune da mucosa intestinal pode resultar em um intestino saudavel ou sujeito a
desenvolver DIl. H& evidéncia significativa indicando que quanto mais rica a
microbiota — em numero, variedade, complexidade e expressdo genémica — mais
saudavel ficara, e mais efetiva sera em educar o sistema imunoldgico sistémico e da
mucosa, e o individuo que os carrega serd menos propenso ao desenvolvimento de
doencas em geral. Ao contrario, pessoas com uma microbiota menos rica e diversa
parecem ser mais propensas ao desenvolvimento de doencas. Esta € a situacdo nos
pacientes com DII, como multiplos relatos tém demonstrado: existe a associacdo de
doenca com a perda de diversidade microbiana, embora ainda haja alguma duvida
se este seria um evento primario, predispondo a DC ou RCU, ou se seria um achado

secundario a presenca de inflamacéo crénica intestinal (71).
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Figura 2: Evolucéo da interagdo da microbiota com o sistemaimune pré e pds-natal

Ec()ars]tcerlg(;g) a ilustracdo mostra o limen intestinal no periodo pré-natal, estéril e, apds o nascimento,
colonizado por microorganismos. Os elementos principais do sistema imune da parede intestinal e
sua relagdo com os microrganismos luminais. MAMP (peptideos antimicrobianos da mucosa), IgA
(Imunoglobulina A). (Adaptatado de Maynard CL et al. Nature 2012; 489:231-41).

Ao atingir a idade adulta o trato digestivo distal - o ileo terminal e o célon, as
duas localizagbes principais de DC e RCU- contém 107 — 108 e 1011 — 1012
microrganismos por grama de conteudo luminal, respectivamente (73). A estimativa
€ de que o intestino normal tenha 100 trilh6es de micrébios diversos, isto é, 10 vezes
mais do que as células do corpo humano, a maioria bactérias, envolvendo 1100
espécies prevalentes, com pelo menos 160 espécies em cada individuo (74). Estes
microbios apresentam tanto vantagens quanto riscos para o epitélio gastrointestinal.
A microbiota intestinal auxilia na producdo de vitaminas, na quebra de carboidratos
complexos, de substratos inacessiveis as enzimas do hospedeiro e na competicdo
gue exercem com microrganismos danosos (75,76). Varios componentes da
microbiota intestinal fermentam as fibras alimentares, para produzir acidos graxos de
cadeia curta (SCFA). Os SCFA, gque incluem o acetato, propionato e butirato, sao

uma fonte priméaria de energia para as células epiteliais coldnicas (77) e tém acao

sobre a expanséao das células T reguladoras (Treg) colénicas (78).



33

Em ratos de laborat6rio o butirato, derivado de acdo de bactérias comensais,
induz a diferenciacéo de células Treg colbnicas. Butirato também é uma importante
fonte energética de células epiteliais intestinais e aumentam a producdo de mucina e
peptideos antimicrobianos (AMP). A concentracdo de butirato nas fezes de
pacientes com DIl é baixa. E possivel que a concentracdo baixa de butirato no
intestino contribua para induzir inflamacéao intestinal (79).

As bactérias, por outro lado, podem atuar de modo adverso provocando
inflamacédo. Além de multiplos estudos em modelos animais de colite experimental,
h& excelentes estudos humanos ilustrando claramente como a microbiota estimula
uma rapida resposta imunologica no intestino, em individuos geneticamente
suscetiveis. Um estudo classico relato por D’Haens et al (80) mostrou que a infusédo
de conteudo intestinal, coletado em bolsa de ileostomia, dentro do segmento livre de
doenca em paciente submetido a resseccéo ileal, desencadeou inflamacédo local
dentro de poucos dias. Também ficou demonstrada a importancia da presenca de
microrganismos, em outro estudo classico de Rutgeerts et al (81), no qual pacientes
com DC distal tinham melhora do processo inflamatorio apds derivagéo cirdrgica.

Outra evidéncia de que existe interacdo entre o hospedeiro e os micrébios € o
fato de alguns pacientes desenvolvem anticorpos contra microrganismos ou
antigenos microbianos, tais como anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) (82). De
forma similar, células T de pacientes com DIl podem ser direcionadas a epitopos
microbianos, e ndo a auto-epitopos, sugerindo que, ao contrario do que se
imaginava até pouco tempo, as DIl, ndo sejam “autoimunes”. Sabendo que esta
interacao existe entre bactérias e o hospedeiro, ndo é de estranhar, que antibiéticos
tenham sido usados por muitos anos e proporcionam melhora clinica para alguns

destes pacientes (83-85).
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A diversidade filogenética da microbiota intestinal aumenta com o tempo, até
estabilizacdo na idade adulta, quando os filos bacterianos dominantes sdo os
Bacteridetes e Firmicutes (86). O envelhecimento resulta em reducdo da
estabilidade do ecossistema intestinal, com diminuigdo dos Firmicutes e aumento de
Bacteroides, assim como aumento do numero dos Proteobacteria e reducdo dos
Bifidobacteria (68).

Recentemente, uma andlise exaustiva feita das comunidades bacterianas
intestinais globais, em individuos normais, sugere a existéncia de agrupamentos de
enterotipos predominantes (Bacteroides, Provotella ou Ruminococcus). Nao se sabe
com certeza o motivo do agrupamento bacteriano, mas, aparentemente, ndo haveria
relacdo com idade, sexo, nacionalidade ou indice de massa corporal (IMC) (58).
Analisando as diferentes comunidades fecais observou-se uma tendéncia a distin¢éao
pelos niveis de Bacteroides e Prevotella, onde o0 enterotipo Bacteroides esta
associado com uma dieta “occidental”, rica em proteinas e gordura animal, ao passo
gue a do enterotipo Prevotella é associado a uma dieta rica em carboidratos simples.
Especula-se, mas resta ainda ser demonstrado, que este enterotipo occidental
possa ser um fator de risco para desenvolver DII. Disbiose, ou uma mudanca
definitiva na flora intestinal normal, com uma quebra no mutualismo hospedeiro-
microbioma, € uma hip6tese cada vez mais atraente como evento definidor no
desenvolvimento de DIl (58).

Numerosos relatos demonstrando perda de diversidade bacteriana tém sido
feitos em ambas as formas de DIl, tanto em doenca ativa, quanto quiescente,
contribuindo para o conceito de microbiota intestinal anormal. Nos pacientes com DIl
demonstrou-se alteracdo da composicdo da flora microbiana, havendo menor

numero de bactérias com atividade anti-inflamatéria e maior nimero de bactérias
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pro-inflamatérias (87—89); por exemplo, o nimero da protetora Bacterioides fragilis
esta reduzido enquanto que a das Enterobacteriaceae, especialmente a Escherichia
coli, mais virulenta, esta aumentada em pacientes com DC (88,90,91). Algumas
destas mudancas foram observadas em pacientes com DC ou com RCU, nos quais
tém sido observada uma reducao do filo Firmiculites. Entre os Firmiculites, a
diminuicdo de Faecalibacterium prausnitzii tem sido bem documentada em pacientes
com DC quando comparados com controles (92). Em alguns pacientes com DC ileal
tem sido observada a presenca de uma cepa de E. coli com maior capacidade de
aderir e invadir as células epiteliais. Estas bactérias também replicam em
macrofagos e estimulam a producdo de TNF-alfa pelos macrofagos. Observou-se
que o Fusobacterium varium adere as regides inflamadas dos pacientes com RCU e
invade a mucosa onde ha ulceracao.

Outra observacao interessante, relatada em pacientes com DII, foi a presenca
de um numero maior de bactérias dentro do muco intestinal, da mucosa e
intraepiteliais, quando comparado com individuos saudaveis (93). Bactérias com
propriedades mucoliticas tais como Ruminococcus gnavus e Ruminococcus torques,
também foram descritas em DIl (94). Evidéncia recente sugere que estas alteracdes
na flora microbiana possam ser, ao menos em parte, secundarias a defeitos na
imunidade inata, que serdo descritas a seguir (95,96).

Gevers et al descreveram em 2014, uma interessante coorte de novos
pacientes com DC que foram examinados antes de iniciar o tratamento, tendo sido
coletadas bidpsias de multiplos segmentos do intestino e amostras de fezes. Este
estudo observou aumento de enterobacteriacias e deplecdo de alguns grupos de
Clostridium (clados IV e XIVa) durante a inflamacdo associada a doenca (Figura 3).

Interessante foi também o achado de que esta mudanca no padrdo bacteriano era
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ainda mais pronunciada durante tratamento com antibiéticos, sugerindo que a
disbiose associada a DC possa aumentar durante tratamento com antibiéticos (97).

Andlise metagendmica tem mostrado que o microbioma alterado em DIl tem
25 % menos genes, e estudos metaprotedmicos tém demostrado uma deplecdo de
proteinas e vias funcionais. Nos pacientes com DC encontrou-se alteracdes do
metabolismo bacteriano de carboidratos, das interacdes bactérias-hospedeiros, além
de diminuicdo de enzimas humanas secretadas pelo hospedeiro. Elucidacdo do
impacto funcional das mudancas vistas na disbiose podera auxiliar na confeccéo de
medidas corretivas que poderdo ajudar no tratamento de pacientes com DII.
Acredita-se que fatores genéticos do hospedeiro, especificamente ligados a
imunidade inata, devam ter um papel na etiopatogenia da DIl. Ndo se sabe ainda se
as mudancas vistas no microbioma intestinal sdo resultado de uma resposta imune
alterada, em um individuo geneticamente suscetivel, ou se a anomalia do
microbioma intestinal leve a uma resposta imunolégica anémala em tais individuos
(24).

Estudos com gémeos demonstraram que o fenétipo da doenca, em vez de o
gendtipo do hospedeiro, desempenha um papel preponderante em determinar as
mudangas na microbiota intestinal. No entanto, estudando a microbiota em um
subgrupo de pacientes com e sem os alelos de risco NOD2 e ATG16L1, demostrou-
se que 0s genatipos alterados tinham uma associagao significativa com mudanca na
composi¢cdo microbiana, mas o fenotipo da doenca também foi importante. O fator
de confusdo é que estes dois alelos estdo associados com DC ileal e ndo DC
colonica. Torna-se dificil atribuir a causa da disbiose a estes defeitos genéticos, mas

destaca o papel sofisticado da imunidade inata na DII (98).
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A maior, e provavelmente mais ambiciosa, iniciativa de estudar estes
microrganismos na ultima década é o Projeto do Microbioma Humano, patrocinado
pelo NIH (Nacional Institute for Health), com um orcamento total de US $115
milhdes, para estudar o microbioma humano da saude e na doenca (2). O Projeto
tem levado a publicacdo de 5177 perfis taxondbmicos microbianos de uma populacéo
de uma amostra de 242 adultos saudaveis, coletados de 15 a 18 sitios do corpo, até
trés vezes, gerando mais de 3,5 terabases de sequéncias metagenémicas até agora,
gue vao servir de base para pesquisa nesta area (2,99).

Esta expansdo de conhecimento na ultima década tem deslocado a busca de
fatores ambientais desencadeantes externos para determinantes dentro do
complexo microbioma intra-luminal. Antes desta mudanca de cenario, o foco estava
em procurar um agente patogénico especifico dentre a vasta gama de micrébios do
[limen, que pudesse ser responsabilizado por iniciar a cascata inflamatéria que é
tipica de DIl. Um dos aprendizados deste recente “renascimento” em pesquisa sobre
0 microbioma, tem sido adotar um modelo ecolégico em microbiologia, em vez do
modelo de Koch: “um microbio”, “uma doenga”, que tinha sido o esteio da pesquisa
em doencas infecciosas e microbiologia nas décadas anteriores.

Um passo importante em entender a funcdo da microbiota em DIl sera
aprofundar os estudos de associacdo sobre o microbioma humano, levando em
conta as analises moleculares e bioquimicas detalhadas em modelos animais, para

decifrar os circuitos celulares e moleculares que conectam produtos microbianos, as

vias de sinalizacao e respostas fisiologicas do hospedeiro (61,97).
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Fonte: (100)

Descricdo: Esta ilustracdo retrata as maiores alteragbes na composi¢cdo da microbiota intestinal em
DIl, os mecanismos para corrigir esta dishiose, e suas consequéncias funcionais na mucosa do
hospedeiro. S8o0 mostrados: o limen (amarelo), a camada mucosa (marrom), epitélio (borda-em-
escova roxa, contendo células), e lamina propria (parte roxa inferior). As observacfes mais
consistentes de estudos de perfis microbianos sdo demonstradas (clados com diminuicdo em DIl
estdo em verde; aumentados em vermelho). Mecanismos microbianos especificos, apoiados por
evidéncia experimental consistente s&o incluidas. Estes mecanismos incluem a expansdo do
compartimento das células Treg por butirato produzido por bactérias e inibicdo da funcéo de células
Natural Killer intestinais por esfingolipideos produzidos por micrébios para produzir toleréncia, além
de fatores antimicrobianos produzidos pelo epitélio. Estes mecanismos estdo agrupados em temas
expostos em caixas de cor cinza (Adaptado de Huttenhower C et al. Immunity 2014;40:843-854).

2.2.2.4. FATORES DA BARREIRA INTESTINAL

O epitélio intestinal desempenha um papel primordial na funcdo da barreira
fisica entre o conteddo luminal e o interior do individuo. Estima-se que a area da
superficie de contato do intestino deva medir aproximadamente 300 m2, 0 que o
torna a maior porta de entrada para microrganismos no corpo humano (72). Esta nao
€ uma fronteira passiva, de modo que para prevenir adesdo e invasao de micro-
organismos, a mucosa intestinal é equipada com mecanismos variados protetores
especificos e inespecificos que, de forma coletiva, constroem uma barreira complexa
e eficiente (Figura 4) (101-103). Este epitélio € constituido de uma camada Unica

com quatro tipos de células diferentes: células colunares, células de Paneth, células
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caliciformes e células neuroenddcrinas, todas derivadas de células tronco intestinais
multipotenciais (104). A superficie do intestino delgado e do grosso difere pelo fato
de o delgado apresentar grande quantidade de protrusdes (dobras, vilos e
microvilos) que potencializam a capacidade de absorver nutrientes. Situado entre as
vilosidades estao as criptas de Lieberkiihn. O colon ndo tem as vilosidades e tem

superficie mais plana.
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Figura 4: Mecanismos de defesa da barreira intestinal normal

Fonte: (74)

Descrigdo: ilustrados os componentes envolvidos na defesa da mucosa intestinal. A dupla camada de
muco (externa e interna), os peptideos antimicrobianos, a IgA secretora, e as células da parede
(enterécitos, células entero-endécrinas, células de Paneth, células -caliciformes, células de
micropregas (M), e células tronco), e elementos envolvidos na jungdo intercelular (desmossomos,
juncdes de adesdo e jungbes de oclusdo). Adaptado de Antoni L. World J Gastroenterolol.
2014;20:1165.

As células absortivas, os enterdcitos e colonécitos, sdo as mais abundantes
no epitélio intestinal. As células caliciformes sédo especializadas na secrecao de

muco, enquanto que as células neuroenddcrinas produzem peptideos hormonais
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gue estdo envolvidos no trofismo celular, no reparo tecidual, na angiogénese, na
diferenciacdo de enterdcitos e na polarizacdo ao longo do eixo cripta-vilosidade
(105,106). O outro tipo de célula-secretora do epitélio intestinal € a célula de Paneth.
Esta contém uma grande quantidade de granulacdes secretoras cheias de produtos
antimicrobianos ativos, tais como lisozimas, fosfolipase, alfa-defensinas e a proteina
3-alfa. As células de Paneth normalmente estdo confinadas ao intestino delgado,
onde sado localizadas no fundo das criptas de Lieberkilhn mantendo as mesmas
estéreis pela secrecdo destes peptideos antimicrobianos (107-110). Além disto, o
epitélio intestinal tem as células M, células com micropregas, que fazem parte do
epitélio associado aos foliculos sobre as placas de Peyer, e sdo responsaveis pelo
transporte de bactérias e antigenos luminais para as células imunologicas
subjacentes (74,111).

O epitélio intestinal tem uma permeabilidade seletiva, permitindo passagem
de 4gua, eletrdlitos e nutrientes, mas prevenindo a invasao de agentes danosos ou
suas toxinas (112). Para que se cumpra este desafio, as células epiteliais intestinais
sao firmemente interconectadas por diferentes complexos proteicos compostos por
juncdes de oclusdo, juncdes de adesdo e desmossomos. Estas coneccgbes
intercelulares sdo necesséarias para estabilizar a coesdo espacial das células,
definindo o limite entre as regides da membrana apical e basolateral, e sé&o
essenciais para a regulacdo da permeabilidade paracelular. Nestes complexos de
adesao intercelular, a interacdo é feita entre a regido extracelular, de proteinas
transmembranas especificas, e de sua porc¢éo intracelular, via proteinas adaptadas
ao citoesqueleto (106,112).

Para a manutencéo de uma barreira intestinal efetiva a homeostase epitelial &

mantida por um equilibrio entre proliferacdo celular e apoptose. Reguladores
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importantes desta homeostase sdo o fator de crescimento transformador alfa (TGF-
alfa), que estimula proliferacdo, e TGF-beta, inibindo crescimento celular, através de
vias sinalizatérias. Vital para a renovacdo epitelial € o a via de sinalizacdo Wnt
(Wingless-related integration site) (113). Esta via do Whnt/beta-catenina regula a
proliferacéo celular, sendo a via Wnt5a essencial para o desenvolvimento de novas
criptas.

Outra forma de protecdo contra invasdo de microrganismos € a camada de
muco que recobre a mucosa. Para sua producdo sdo essenciais as grandes
glicoproteinas da familia de mucinas formadoras de gel (114,115). A mucina MUC2
€ 0 membro predominante desta familia no trato digestivo, sendo produzido pelas
células caliciformes (116). No intestino grosso a camada de muco tem duas porcoées:
uma interna, mais compacta, firmemente aderida ao epitélio; e outra, externa, mais
frouxa. No colon normal a camada interna € estéril, evitando contato do epitélio com
a populacdo microbiana, enquanto que a externa é colonizada pelas bactérias
comensais (106).

A camada de muco também apresenta propriedades antimicrobianas. Varios
produtos com acao contra microrganismos foram identificados nesta camada, dentre
eles: as defensinas, as cateclicidinas, ubiquidinas, lectina REG Ill-gama
(regenerating islet-derived Ill gama), IgA secretéria (Imunoglobulina A) e membros
da familia das histonas (117,118). Alguns destes peptideos antimicrobianos (AMP)
estdo presentes no intestino normal, apoiando a hipotese de que os AMPs epiteliais
sao retidos no muco. As mucinas intestinais tém carga negativa, enquanto que as
AMPs catidnicas tém carga positiva, de modo que a ligacdo entre elas ocorre por

interacao eletrostatica.
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Peptideos antimicrobianos fazem parte do sistema imune inato. Os dois
grupos mais estudados sdo as defensinas e as catelicidinas (119). Nos humanos
sdo produzidas as alfa-defensinas e beta-defensinas. Algumas defensinas séo
produzidas rotineiramente no intestino normal, enquanto que outras o0 Sdo em
situacdes de inflamacao intestinal.

As defensinas humanas sdo pequenos peptideos catidbnicos com amplo
espectro microbicida contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, fungos virus
e protozoarios (120), sendo capazes de formar poros na membrana microbiana
levando a ruptura das bactérias (121). As células caliciformes também produzem
defensinas (122) além das mucinas, que sdo moléculas estruturais da camada
protetora do muco luminal (123). Esta barreira bioguimica e fisica, com carga
negativa, reveste todo o trato digestivo para prevenir a aproximacdo demasiada dos
patdgenos ao epitélio (123). Portanto, todo o epitélio intestinal, coberto por escudo
de defensinas catibticas que séo fixadas com carga negativa a camada mucosa,
formam uma barreira inata do intestino. Em individuos normais, esta parede de
defesa mantém os microrganismos a uma distancia segura do epitélio (106) (Figura
4). Na DIl defeitos nesta barreira defensiva permitiria que microrganismos luminais
atacassem o epitélio.

Com relacao ao reconhecimento de micrébios e a iniciacdo de reposta imune,
séo fundamentais os chamados receptores de reconhecimento de padrdes (PRR-
pattern recognition receptors), que S80 expressos em varios tipos celulares do trato
digestivo, incluindo as células epiteliais e as células imunes. Os mais investigados
PRR sdo os receptores de membrana do tipo Toll (TLR) e o0s receptores
intracelulares tipo-NOD (NLR-Nod-like receptors). Os receptores citoplasmaticos

NOD?2 s&o expressos nas ceélulas de Paneth e tém a atribuicdo de reconhecer os



43

dipeptideos muramyl (MDP), componente da parede de bactérias Gram positivas e
negativas, desencadeando uma cascata sinalizatéria, como o fator nuclear kappa-B
(NF-kB), levando a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas e
peptideos antimicrobianos (102,111,124).

Na DIl podem ocorrer defeitos em alguns destes mecanismos de defesa.
Alteracdo nos PRR, na producdo de AMPs, defeito na camada de muco, alteracéo
no processo de autofagia ou aumento da permeabilidade da barreira epitelial podem
comprometer a barreira protetora, aumentando a aderéncia e invasdo. Desta forma,
a reacao imune é desencadeada de modo inadequado, resultando em inflamacéo
cronica (74). A presenca de bactérias na camada de muco interna e, mesmo
intracelulares foi demonstrada em pacientes com DIl (125,126) sugerindo deficiéncia
nos mecanismos de protecao.

AlteracGes da camada de muco tém sido descrita em pacientes com DIl, com
relacdo a espessura, composicao e estrutura da mucina, principalmente em RCU. A
camada de muco é mais fina e menos continua na RCU, o que poderia tornar a
camada celular mais vulneravel aos microrganismos luminais. Recentemente
deplecdo de muco foi atribuida a um defeito de diferenciacdo celular das células
caliciformes (127).

Alteracbes dos receptores intracelulares também tém sido descritas em
pacientes com DC. A primeira descricdo foi no gene NOD2, cujos portadores tinham
uma reducdo de producdo de defensinas por células de Paneth. Estes pacientes
sofrem alteracdo da atividade antimicrobiana e, como consequéncia, da colonizacao
do ileo terminal (128). Recentemente, um segundo membro da familia-NLR, os
NLRP3 (Pyrin domain containing 3), tém sido implicado na patogénese de DI,

sugerindo aumento de risco para DC (129) atravées de diminuicdo de beta-
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defensinas, reducdo de atividade antimicrobiana nas secrecbes das criptas
intestinais e disbiose. O risco seria maior em DC de localizacao colonica.

Como NOD2 e alfa-defensinas estdo ambas envolvidas com células de
Paneth de delgado, acredita-se que uma alteracdo da biologia celular das mesmas
tenha um papel relevante na DC. Alguns pacientes com DC ileal apresentam
alteracdo da via de sinalizacdo Wnt e estes niveis se correlacionam com os do
MRNA de alfa-defensinas em células de Paneth. Como a via Wnt esta envolvida
diretamente na expressao de alfa-defensina e, também influenciam diretamente a
maturacdo de células de Paneth, existe a hipotese de que a diferenciacéo deficiente
das células de Paneth possa estar envolvida na patogénese de DC (130).

A expressdo de proteinas mutantes perturba a dobradura de proteinas no
reticulo endoplasmatico (ER), causando stress-ER, e ativando uma rede de
sinalizacdo chamada resposta néo resolvida a proteinas mal enoveladas (UPR). Nos
ultimos anos este sistema tem sido envolvido na patogénese DC e RCU, primeiro
por evidéncia em modelos de animais laboratoriais (131) e, apds, por achados em
pacientes. A delecdo do fator de transcricdo XBP1, componente do stress-ER,
aumenta o processo inflamatério nestes modelos, nos quais se observou, também,
diminuicdo das células de Paneth e das caliciformes. A diminui¢cdo de producado de
AMP, pela deficiéncia destas células, diminuiria a acdo antimicrobiana nas criptas
facilitando invasao e inflamacéo (132). Neste contexto da relacdo de stress-ER e DI,
dois estudos em animais de laboratorio, mostraram deficiéncia na producdo de muco
como fator importante no processo inflamatério anormal. Um estudo foi com ratos
com deficiéncia do gene MUC2 onde se observava diminuicdo de células
caliciformes e sintese de muco (133). O outro estudo é referente a gene que codifica

proteina AGR2 (anterior gradient homolog 2), que esta presente no ER de células
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epiteliais secretoras do intestino, e é fundamental para a producéo de muco, para a
resposta ao stress-ER e prevencdo de inflamacdo. Nos ratos com deficiéncia de
AGR2, havia anormalidades nas células caliciformes, células de Paneth, deficiéncia
na producdo de muco e aumento de mediadores de inflamacéo (134,135).

Outro mecanismo importante para a homeostase do intestino é o processo de
autofagia, que pode ser ativado em situacdes de stress, como fome ou de privacao
de fator de crescimento. Também auxilia na decomposicédo de bactérias invasoras.
Duas alteracdes genéticas que mediam esta funcéo foram descritas recentemente e
estéo relacionadas a risco aumentado para DC: o gene ATG16L1 e IRGM. Tanto em
modelos animais quanto em pacientes com DC observou-se alteracdes nas células
de Paneth e no processo de autofagia (22,136,137). Num artigo recente,
demonstrou-se que os PRR intracelulares NOD1 e NOD2 estdo envolvidos na
inducdo de autofagia, através do recrutamento de ATG16L1 até a membrana
plasmatica, no sitio de entrada das bactérias (138). Como o gene NOD2 estava
mutado e deficiente neste estudo, estes achados forneceram um elo funcional entre
os dois genes mais importantes ligados a DC, que sdo o NOD2 e ATG16L1, e
ressaltam a relevancia da alteracdo do processo de percepcédo e eliminacdo de
bactérias na patogénese de DC (138).

O aumento da permeabilidade intestinal tem sido relatado desde a década de
1980, em criangas com DC (139) e, mais recentemente, em pacientes com RCU
(140,141). Alguns estudos demonstraram aumento de permeabilidade de membrana
em familiares de primeiro grau de pacientes com DC, levando a crer que este possa
ser um fator primario na patogénese da doenca, precedendo o desenvolvimento da
inflamagéo (142,143). Os mecanismos moleculares para este aumento de

permeabilidade tém sido atribuidos a varios fatores, incluindo anormalidades nas
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juncdes intercelulares (144,145). Apoptose epitelial também aumenta a
permeabilidade da membrana. Este fenbmeno esta aumentado na RCU e na DC.
Nestes ultimos, Goetz demonstrou aumento do espaco interepitelial na mucosa de

pacientes com DC usando a endomicroscopia confocal (146).
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Fonte: (71) Adaptado de Cader MZ et al. Gut 2013;62:1653-64.

2.2.25. FATORES LIGADOS AO SISTEMA IMUNE

A microbiota do trato gastrointestinal é uma das principais fontes de
estimulacdo imunologica. O epitélio intestinal se situa proximo de uma grande
guantidade de microrganismos, havendo uma continua rede de comunicagdo entre
as células e os micrébios (Figuras 5 e 6). Esta comunicacdo continua é essencial
para a manutencdo da homeostase no individuo saudavel e, embora seja vital para
varios processos: obtencdo de nutrientes, competicdo com microrganismos
patogénicos, podem ter efeito danoso, contribuindo com inflamacé&o intestinal (79).
Esta homeostase imunoldgica intestinal depende de uma regulacao ativa e reciproca

entre a microbiota do limen e uma variedade de células imunoldgicas e néo-
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imunologicas da mucosa (61). Células epiteliais, células de Paneth, células
dendriticas, células T e B secretam uma variedade de fatores sollUveis que regulam
a guantidade e a qualidade dos microbios do Iumen. Como contrapartida, 0s
micrébios luminais influenciam o desenvolvimento de foliculos linfoides, producéo de
anticorpos, e células T efetoras e reguladoras na mucosa (147). Consequentemente,
qualquer alteracdo de ambos os lados da interface luminal pode levar a uma
desregulacéo do equilibrio que existe, e inflamacdo € desencadeada. Ndo sabemos
ainda como a DIl é iniciada, o que comeca a resposta imune inicial, 0 que a mantém
ativa, mas fatores ambientais e genéticos devem contribuir de forma concomitante
para a mesma. A despeito desta lacuna de conhecimento, o padrédo de resposta
imune tem sido bem caracterizado: em DC ha predominio da resposta Thl e Thl7,
traduzido por aumento na producao de IL-12, TNF-alfa, interferon (IFN)- y, e IL-17A
(148), enquanto que em RCU ha uma resposta atipica Th2, definida por um aumento
na producéo de IL-5, fator de crescimento beta (TGF-beta) e IL-13 e baixa de IL-4
(149). Esta divisao €, até certo ponto, arbitraria, ja que todas as citocinas estdo
sempre presentes na mucosa inflamada, e as diferengas sdo mais quantitativas do
que qualitativas. No entanto, este paradigma tem sido Gtil para o estudo de cada
forma de DIl, e tem ajudado no desenvolvimento de novas formas de terapia
baseada no perfil de citocinas acima mencionadas. Além destas respostas imunes
adaptativas, muito tem sido aprendido sobre os defeitos da imunidade inata na DI,
principalmente em DC.

Varios mecanismos permitem que a comunicacao ocorra entre o conteudo do
[imen e o sistema imune, despertando ou ndo reacdo. A reacdo pode ocorrer por
intermédio da imunidade inata, considerada primeira linha de defesa, e que atua de

forma rapida e inespecifica, e da qual fazem parte as células epiteliais, neutrofilos,
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macréfagos, células dendriticas e células Natural Killer (NK). Pode ocorrer também
por meio da adaptativa, na qual o individuo desenvolve memodria a exposicdo a
determinado antigeno. A imunidade adaptativa pode ser dividida em imunidade
humoral (anticorpos) ou celular (linfocitos T) (7,74).

Por muitas décadas a maioria dos estudos focava numa imunidade adaptativa
irregular, pois as alteracfes patologicas observadas na DC e RCU sempre estiveram
associadas a uma acéao dos linfocitos da mucosa CD-4-T e, portanto, mediadas pela
imunidade adquirida. Recentemente, no entanto, verificou-se que a imunidade inata
também atua de forma decisiva na resposta inflamatoéria (7,74).

Nos anos 2000 o foco comecou a se deslocar das células T e B, e seus
produtos, para células imunes inatas, tais como células epiteliais, células
dendriticas, neutréfilos macrofagos e células NK (150). Uma evolugédo importante no
estudo da imunidade em DIl foi a compreensdo de que a imunidade inata seria
diretamente mais relevante na patogénese da doenca do que as respostas
adaptativas, embora possam ocorrer simultaneamente, mas provavelmente sao
desencadeadas em fases diferentes da doenca. Estudos genéticos demonstraram
que varios genes da imunidade inata tém polimorfismos funcionais relevantes (3).

Atualmente a maioria das outras células teciduais estd sendo avaliada como
participantes da imunidade e da inflamacédo, incluindo células mesenquimais e
endoteliais, queratindcitos e plaquetas, além da matriz acelular extracelular. Com a
adocédo da ideia expandida do que é “imune” ou do que media a inflamacao, e
especialmente a inflamacéo cronica, ha a necessidade de reconhecer a importancia
crucial das interacfes bioldgicas, particularmente com componentes da microbiota.
Com relacdo a DII, a fisiopatologia ndo pode ser mais vista como dependente

exclusivamente da resposta de células imunes tradicionais, mas também as células
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epiteliais, mesenquimais, endoteliais e neurais, e € a resposta tecidual global que
determina a natureza aguda ou cronica do intestino, tais como angiogénese,
linfangiogénese, cicatrizacdo e fibrose (6). Como a resposta tecidual a DIl envolve
mais componentes do que se previa: tanto células imunes quanto nao-imunes
participam das respostas imunes inatas e adaptativas, todas devem ser avaliados
em detalhe e, eventualmente, consideradas alvos terapéuticos em potencial.

Os dois tipos principais de células mediadoras do processo imune inato sao
os macrofagos e as células dendriticas. No intestino normal os macréfagos na
mucosa expressam um fendtipo ndo inflamatorio com uma baixa producdo de
citocinas pro-inflamatérias (151). Na DIl os macréfagos da mucosa se tornam
ativados e sao fenotipicamente heterogéneos (152) havendo maior producéo de IL-1
alfa, IL-1 beta e TNF-alfa (153). As células dendriticas intestinais sao
apresentadoras de antigenos e tém participacdo, tanto na imunidade inata quanto da
adquirida, proporcionando protecdo e defesa, induzindo tolerancia ou inflamacéo
(154,155). Na DIl elas estdo ativadas e produzem niveis mais altos de citocinas pro-
inflamatérias, como IL-12 e IL-6 (156).

Na DIl a imunidade adquirida é mediada predominantemente por linfécitos de
mucosa CD-4 T-helper. A linhagem linfocitica efetora varia de acordo com
apresentacao da doenca. Em DC existe uma predominancia de linfécitos T-helper
tipo 1 (Thl), apresentando um perfil de liberacdo de citocinas baseadas no TNF,
interferon gama (IFN-gama) e interleucina 12 (IL-12). Também ocorre liberagdo de
IL-17, por um subgrupo de células chamadas T-helper 17 (Th17). Os pacientes com
RCU apresentam uma predominancia de linfocitos T-helper tipo 2 (Th2), havendo
maior aumento na liberacdo de IL-5, IL-13, e fator de crescimento Beta (TGF-beta).

Ocorre também, na RCU a producdo aumentada de IL-13 pelas células T NK, na
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mucosa inflamada. Embora em menor nimero, também h& aumento de Th 17 na
RCU (7,148,149).

Outro grupo de células T sdo as reguladoras (Treg), cujas funcdes sao
monitorar e prevenir ativacdo excessiva do sistema imunologico, evitando dano
tecidual (157,158). Acredita-se que o equilibrio entre a acéo deste grupo Treg e as
células efetoras T-helper € que garantem a homeostase imunologica da mucosa
intestinal. Em pacientes com DIl ocorre uma diminuicdo do numero ou da funcgéo
deste grupo supressor desta forma, o que talvez contribua para manutencdo da
atividade inflamatoria (159,160).

Com relacdo ao papel modulador do sistema imune intestinal com os
microrganismos intestinais, um estudo recente mostrou que os Bacteroides e 0s
Clostridium induzem a expanséo de células T reg, reduzindo inflamacéo (78). Além
de proporcionar as SCFA, tal como o butirato, que estimulam o incremento das T
reg, ocorre a producao de polissacarideo A, que tem efeito imunoprotetor através do
aumento da IL-10. Também se acredita que os B fragilis produzam esfingolipideos,
que atuam sobre as células NK intestinais, diminuindo sua ativagdo (100). Outros
membros da microbiota podem atenuar a inflamacdo da mucosa, regulando a
ativacao do NF-kB (161).

Numerosos relatos tém apontado polimorfismos de genes da imunidade inata
gue controlam o reconhecimento e processamento de componentes bacterianos,
incluindo NOD2, TLR4, TRL5, ATG16L1 e IRGM (162). Além disso, defeitos na
funcdo de macréfagos tém sido relatados em pacientes com DC, sugerindo que a
resposta inflamatéria aguda esteja defeituosa neste tipo de DIl e possa ser a causa
da formacdo de granulomas e inflamacdo persistente (163). E provavel que a

reatividade imune alterada, que media a inflamacdo e dano tecidual em DI, seja
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altamente complexa e, possivelmente, variavel ao longo do curso da doenca, mas
certamente tanto as vias de imunidade inata e adaptativa estdo envolvidas.

Como foi citado anteriormente, a barreira intestinal tem mecanismos que
permitem a comunicacdo entre o0s elementos presentes no lumen intestinal, o
epitélio que reveste o intestino e o0 sistema imune subjacente. Os receptores de
membrana PRR séo essenciais para diferenciar “amigo de inimigo” nesta interacdo
complexa e sdo fundamentais para saber como fatores genéticos levam a um
ambiente imunoldgico anormal, onde microrganismos comensais possam levar a
inflamacédo crénica patolégica. Em pacientes com DIl este equilibrio esta alterado
como resultado de defeitos no reconhecimento imunoldgico ou das estratégias de
manejo/depuracao. Na superficie e no interior das células epiteliais ha receptores da
membrana que permitem o reconhecimento de antigenos luminais. Estes atuam
como iniciadores da resposta imune inata, dando ao hospedeiro a habilidade de
reconhecer padrées moleculares associados a patégenos (PAMPSs). Os PAMPs sao
particulas microbianas comuns, tais como: lipopolissacarideos, peptidoglicans,
flagelina e lipoproteinas (164), e que permitem ao sistema imune inato reconhecer
bactérias. O hospedeiro reconhece os PAMPs com o auxilio de receptores que
reconhecem padrbes (PRR- pattern recognition receptors), dos toll-like receptors
(TLR) e receptores intracelulares nucleotide-binding oligomerization domain (NOD).
Polimorfismos nos genes que codificam estes receptores tém sido descritos ao longo
dos ultimos 15 anos. Entre a familia NOD, o NOD2 esta envolvido de forma crucial
na patogénese de DII. E expresso no epitélio e reconhece os dipeptideos muramyn
(MDP) que estdo presentes nas bactérias gram-negativas e gram-positivas
(165,166). Mutacbes especificas do gene NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg e

leu1007fsinsC) sé&o relacionadas a aumento da suscetibilidade a DC ileal (18,167). O
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risco de desenvolver DC ileal € duas a quatro, e 20 a 40 vezes, respectivamente,
para portadores de mutacfes hetero e homozigoéticos deste gene (168). Os TLR
detectam padrdes moleculares microbianos e associados a dano e sao, portanto,
envolvidos na manutencdo da flora comensal e homeostase mucosa (169). No
intestino normal TLR s&o expressos em pequena quantidade ndo apenas em células
epiteliais, mas também em mondcitos, macréfagos e células dendriticas (170). Em
DIl, seu perfil de expressdo estd alterado (169,171); por exemplo, TLR3 esta
diminuido na DC ativa, mas ndo na RU e TLR5 estd aumentada nas duas formas de
DIl (169,171). Recentemente TLR4 Asp299Gly foi descrito, tanto para RCU como
para DC. Essencialmente, estes receptores fornecem um sinal de perigo que, entre
outros efeitos, estimulam a formacéo de alfa e beta-defensinas (172,173). O epitélio
colénico normal expressa normalmente uma variedade de PRR embora seus niveis
de expressao sejam baixos, com muitos receptors localizados lateralmente ou junto
a base, desta forma diminuindo interacdo com antigenos luminais. Ainda assim, as
células epiteliais intestinais sao responsivas a ligantes TLR e respondem as
bactérias comensais secretando proteinas antimicrobianas e citocinas que facilitam
interacdes intracelulares (174,175).

Peptideos antimicrobianos sdo efetores importantes da imunidade inata.
Estes peptideos tém um raio de acao amplo e incluem bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos e virus. A producao de defensinas pode ser induzida por
ativacdo por citocinas ou TLR, e pode modular respostas imunes adaptativas

(176,177).
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2.2.3. DEFENSINAS

Desde o final do século XIX, era conhecida a agcao antimicrobiana de algumas
secrecbes, do sangue e de tecido linfaticos. Entre 1920 e 1950 muitos compostos
antimicrobianos isolados destas secrecées demonstravam ter acao contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas (178). A lista de compostos incluia uma substancia
do muco nasal (mais tarde chamado de lisozima), proteinas basicas antimicrobianas
e polipeptideos teciduais lineares basicos. Embora as proteinas basicas maiores
fossem tidas como fracGes de histonas e protaminas, a identidade dos polipeptideos
teciduais menores ndo era conhecida (179). Desta forma iniciou-se a pesquisa de
peptideos antimicrobianos. Pouco tempo apds, substancias antimicrobianas foram
purificadas de extratos de granulos fagociticos por Hirsch (180) e correlacionadas
com compostos nestes granulos (181-183) com baixo peso molecular, incluindo
proteinas bactericidas que aumentava a permeabilidade da membrana (184). Este
campo expandiu-se ainda mais quando Lehrer isolou e purificou as defensinas em
mamiferos (185).

Os peptideos antimicrobianos séo classificados de acordo com sua estrutura
e composicdo de aminoacidos. As defensinas sdo as mais estudadas, e contém
menos de 100 aminoacidos, tendo peso molecular de 3000 a 4500 (186). Defensinas
sdo pequenos peptideos catibnicos com amplo espectro microbicida contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, fungos, virus e protozoarios (120). Elas sé&o
capazes de formar poros na membrana microbiana levando a ruptura das bactérias
(121). As defensinas possuem uma estrutura sequencial caracteristica, contendo 6
residuos de cisteinas e 3 ligagdes dissulfireto intramoleculares (187). De acordo com
a posicdo de trés ligantes caracteristicos intramoleculares dissulfiretos, as

defensinas podem ser classificadas em trés grandes subgrupos: alfa, beta e teta-
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defensinas (188). As primeiras duas sdo defensinas que ocorrem nos humanos,
portanto serd sobre estas que iremos revisar. A teta-defensina ocorre apenas em
primatas ndo-humanos. As ligacbes de dissulfireto entre cisteinas nas alfa-
defensinas ocorrem entre a primeira e a sexta cisteina (Cys1-Cys6), Cys2-Cys4 e
Cys3-Cysbh, enquanto que nas beta-defensinas as ligacfes sao entre as Cys1-Cys5,
Cys2-Cys4 e Cys3-Cys6.

As defensinas sdo abundantes em varios tecidos. As alfa-defensinas
humanas tém sido identificadas como tendo seis membros, os peptideos
neutrofilicos humanos 1-4 (HNP-1, HNP-2, HNP-3 e HNP-4), porque estdo
localizadas nos granulos azurofilicos de neutréfilos circulantes. No trato
gastrointestinal, alfa-defensinas sao abundantemente expressas principalmente
confinadas ao intestino delgado, de acordo com a presenca de neutréfilos na lamina
propria (189). As alfa-defensinas séo sintetizadas como pré-propeptideos. Por outro
lado, as outras duas alfa-defensinas humanas-5 (HD-5) e defensina-6 (HD-6)
(também conhecidos como DEFAS e DEFAG), sao expressas na base das criptas no
intestino delgado, nas células de Paneth (190,191). Ao contrario dos HNPs, as alfa-
defensinas humanas-5 (HD5) séo liberadas como propeptideos que sao ativados
extracelularmente (187,188). Células de Paneth sao as principais fontes destas duas
defensinas entéricas no intestino delgado (192).

Por outro lado, as beta-defensinas humanas (HBD) incluem 4 subgrupos que
sdo expressos em multiplos sitios, HBD-1, HBD-2, HBD-3 e HBD-4 (8). Em
contraste, beta-defensinas estdo ausentes dos neutrofilos humanos ou células de
Paneth. No colon, células epiteliais e células plasmaticas da lamina propria sdo as
principais produtoras de HBD. Células epiteliais expressam HBD-1, normalmente na

mucosa, enquanto que, HBD-2, HBD-3 e HBD-4 s&o induzidos no sitio de infecgbes
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ou inflamacdes por estimulos bacterianos variados (117). Células plasméaticas do
colon também expressam HBD-2, -3 e -4, no entanto ndo é claro se esta expressao
€ constitutiva ou induzivel (193).

A principal caracteristica das células de Paneth, situadas na profundidade das
criptas do intestino delgado, € manter as criptas estéreis pela secrecdo destes
peptideos antimicrobianos (107). Células caliciformes também produzem defensinas
(122) além de mucinas, que sdo moléculas estruturais da camada protetora do muco
luminal (123). Esta barreira bioquimica e fisica com carga negativa reveste todo o
trato digestivo para prevenir a aproximacdo demasiada dos patdgenos ao epitélio
(123). Portanto, todo o epitélio intestinal, recoberto por um escudo de defensinas
catidticas que séo fixadas com carga negativa a camada mucosa, formam uma
barreira inata do intestino. Em individuos normais, esta parede de defesa mantém os
microrganismos a uma distancia segura do epitélio (106) (Figura 4). Na DIl ocorrem

defeitos nesta barreira.

2.2.3.1. ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS DEFENSINAS

Defensinas sdo produzidas por fagécitos profissionais, células de Paneth e
células epiteliais. Sua expressao disseminada sugere que ela desempenhe um papel
importante na manutencdo da estabilidade da populagcdo microbiana. Defensinas
tém uma acédo antimicrobiana para Gram-positivos, Gram-negativos, fungos e certos
virus (194). Como outros peptideos antimicrobianos catiénicos, acredita-se que o
mecanismo bactericida consista em romper a membrana da célula alvo (195-197).
Defensinas interagem com grupos fosfolipidicos da camada externa das células
alvo, repondo lipidios no seu lugar e, assim enfraquecendo a membrana. Como

resultado haveria desintegracdo da membrana (figura 7).
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Defensinas humanas alfa, especialmente o HD-5 € ativo contra muitas
espécies tais como bactérias Gram-positivas (ex: Listeria monocytogeneses e
S.aureus), Gram-negativos (ex: E. coli e S. typhimurium) e fungos (C.Albicans)
(198,199). Surpreendentemente, a defensina humana alfa HD-6 tem pouca atividade
antimicrobiana in vitro, a despeito de suas propriedades de carga i6nica similar. A
beta-defensina humana HBD-1, assim como HBD-6, tem menos atividade
antibacteriana. O HBD-2 tem especificidade contra bactérias Gram-negativas como
P. aeruginosa e E. coli, mas apresentam menos atividade contra bactérias Gram-
positivas. Em contraste, a HBD-3 tem poténcia maior contra Bactérias Gram-
positivas (ex: S. aureus) (200,201). Defensinas também influenciam a colonizacéo
da microbiota intestinal, porque alguns microrganismos sdo mais sensiveis do que
outros. Portanto, a composi¢do da populacdo microbiana estd sendo moldada por
estes peptideos.

Muita evidéncia sugere que as defensinas interagem com células
imunoldgicas do hospedeiro, fornecendo uma ponte entre as respostas imunes

inatas e a imunidade adaptativa.
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Descricdo: atracao eletrostatica e o campo elétrico transmembrana trazem as defensinas para dentro

da dupla camada lipidica, criando poros na membrana (Adaptado de Murphy KM. Janeway’s

Immunobiology. 2011. p.888. Garland Science).
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2.2.3.2. DEFENSINAS E IMUNIDADE INATA

A imunidade inata € o mais primitivo sistema de defesa contra patdogenos. As
defensinas protegem as células epiteliais e células plasméaticas desativando varios
patdgenos microbianos e exotoxinas bacterianas especificas no trato gastrointestinal
(203).

A atividade antimicrobiana das defensinas permite que a mucosa
gastrointestinal mantenha um equilibrio entre a protecéo de patégenos e tolerancia a
flora normal (204). Expressédo reduzida ou funcdo atenuada de defensinas resulta
em aumento na frequéncia e severidade das infec¢des intestinais (205). Muitos
estudos tém sugerido que a deficiéncia de defensinas € um evento basilar na

patogénese de DII, levando a invaséo bacteriana e inflamacéo.

2.2.3.3. DEFENSINAS E IMUNIDADE ADAPTATIVA

Ademais, defensinas poderiam servir como uma ponte entre a imunidade
inata e a resposta imune adaptativa. Defensinas intestinais agem como fator
guimiotatico para células T, mondcitos, células dendriticas imaturas, beneficiando o
inicio da resposta imune adquirida e auxiliando no recrutamento de células do
sistema imune. HNP-1-3 podem agir de forma seletiva atraindo mondcitos, células T
imaturas, células dendriticas imaturas, via um receptor de proteina G (206).

As beta-defensinas humanas induzem a migracéo de células T em repouso e
células dendriticas imaturas, interagindo com o receptor quimiotatico CCR 6
(Chemokine receptor 6), promovendo, como consequéncia, resposta imune
adaptativa. Alguns trabalhos mostram que a HBD-2 tem estrutura similar com o
ligante quimiotatico natural CC (CCL) 20 e poderia ser um competidor efetivo

(38,207). Como os receptores tipo-Toll (TLR-4), ligante endégeno, o HBD-2 poderia
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combinar com TLR-4 levando a ativacdo do NF-kB, e migracao para o nucleo, para
ativar a transcricdo do gene da quimiotaxia, ativando células T, e desencadeando

uma forte resposta adaptativa imune (208).

2.2.3.4. DEFENSINAS EM Dl

Muitos estudos demonstraram o papel da expressédo deficiente de defensinas
em doencas entéricas humanas. A relacdo entre as defensinas e as células de
Paneth foi demonstrada através de pesquisa das alfa-defensinas (HD-5 e HD-6),
revelando seu papel na etiologia da DII. Por outro lado, as beta-defensinas sao
produzidas pelas células epiteliais e células plasmaticas no colon, ndo estando claro
se sdo produzidas de modo constitutivo ou se sdo induziveis. Uma disfuncao das
defensinas no epitélio poderia deixar a mucosa menos eficiente em matar bactérias,
permitindo que penetrem a barreira epitelial. Portanto, o papel das defensinas na

patogénese da DIl deve ser avaliado por inteiro (176,177,209).

2.2.3.5. ALFA-DEFENSINAS EM DilI

Células de Paneth sdo a principal fonte de alfa-defensinas no intestino
delgado, sendo localizadas na base de criptas, desta forma protegendo as células
tronco epiteliais. As células de Paneth secretam uma variedade de proteinas e
peptideos antimicrobianos. As alfa-defensinas (HD-5 e HD-6) sdo as mais
abundantes e sdo expressas desde o periodo pré-natal (210). Estudos recentes
proveem evidéncia de que a expressao reduzida das defensinas de células de
Paneth podem ser um dos efetores chave na patogénese da doenca de Crohn ileal.
Nos ultimos anos tem evoluido a hipétese de que a expressao reduzida de alfa-

defensinas possa comprometer as defesas do hospedeiro (176,177).
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O déficit foi demonstrado em DC ileal e ndo em DC do célon ou RU (211),
independente do grau de processo inflamatorio. Estudos também tem demonstrado
um vinculo entre mutag@es (do tipo “frame shift”’) do NOD2, um importante receptor
intracelular de reconhecimento para os dipeptideos muramyl, e as células de Paneth
(95). Em estudos de modelos animais, naqueles com déficit no gene NOD2 havia
diminuicdo de alfa-defensinas, e incapacidade de detectar os dipeptideos muramyl
(108). Nos pacientes com mutagdes do NOD2, existe diminuicao das alfa-defensinas
(189). Esta teoria fornece um novo mecanismo para a patogénese de DC ileal, no
entanto, 0 mecanismo ainda né&o € claro.

Estudos recentes tém investigado o possivel papel do sistema de sinalizacao
Wnt e sua relacdo com a expressao de defensinas em DIl. Demonstrou-se que 0
caminho de sinalizacdo Wnt media o déficit de defensinas na maioria dos pacientes
que ndo tem a mutacdo do NOD2. Sinalizagcdo Wnt, que é transduzido através de
beta-catenina/Tcf-4, tem sido apontada como o circuito regulatério chave para a
diferenciacdo e inducdo de maturacao de células de Paneth nas criptas intestinais
(212). Dados de estudos recentes mostram que ha reducédo do fator de transcricdo
Tcf-4 da via de sinalizagdo Wnt em DC ileal, independente da intensidade do
processo inflamatdrio. Os niveis de Tcf-4 mRNA em DIl ileal esta diminuida e
apresenta relagdo com mRNA HD-5 e HD-6 (213). Por outro lado, verificou-se que a
associacao entre alfa-defensinas das células de Paneth e Tcf-4 era independente da
genotipagem NOD2.

Outras alfa-defensinas sao expressas em ceélulas epiteliais intestinais fora das
células de Paneth. As defensinas HNP1-3 podem ser vistas na superficie de mucosa
colbnica inflamada (214), podendo aumentar o seu mRNA, tanto em DC como em

RU, dependendo da intensidade do processo inflamatério (215). Os niveis de HNP1-
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3 circulantes sdo compativeis com a contagem de leucdcitos e neutrofilos em DC,
mas ndo em RCU. Os niveis plasmaticos de HNP 1-3 refletem o grau de resposta
inflamatoria e funciona como um biomarcador do processo inflamatoério da DC (216).
N&o esta claro se a inflamacéo intestinal provoca a expressao epitelial aumentada
destas defensinas, ou se elas sdo tomadas pelos enterocitos de neutroéfilos

adjacentes.

2.2.3.6. BETA-DEFENSINAS EM DIl
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Figura 8: Estrutura espacial das beta-defensinas

Fonte: (217)

Descrigdo: estrutura das beta-defensinas humanas 1, 2 e 3 (Adaptado de (Taylor K et al. Biopolymers
2008; 90:1-7)
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Figura 9: Estrutura do mRNA, incluindo as UTRs

Fonte: http://cm.jefferson.edu

Como o colon é um ecossistema complexo, as células epiteliais proporcionam

7

uma barreira quimiomecanica potente, incluindo a HBD-1 (218). A HBD-1 é
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produzida normalmente pelas células epiteliais do colon. Evidéncias apontam para
uma reducdo em nivel de mMRNA nas variantes do gene HBD-1 e expresséao de HBD-
1 na mucosa colbnica de pacientes com DC e RU (219). Varias associacdes de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) de HBD-1 foram feitas com pacientes
com DC colbnica (220). Ademais, HBD-1 é inversamente associada com marcadores
sorologicos em pacientes com DC, apoiando o conceito de seu papel na defesa da
imunidade da mucosa (221).

Ao contrario do HBD-1, as outras HBDs estdo ausentes do colon normal. No
entanto, a expressdo de HBD-2, HBD-3 e HBD-4 sao induzidas por inflamacéo e
estimulos bacterianos em pacientes com DC e RU (205). Sintese col6nica de HBD
2-4 depende de ativacdo do sistema NF-kB, estimulado por citocinas inflamatérias,
incluindo o TNF- a (222), indicando haver expansdo de defesa dos HBD 2-4 em
situacdes de aumento de inflamacéo.

Recentemente varios estudos tem demonstrado que o HBD-2 tem um papel
central em aumentar a funcéo de barreira do intestino. No c6lon normal, a expressao
de HBD-2 é baixa, mas aumentada no epitélio inflamado. A expressdo de mRNA
HBD-2 estd aumentada em pacientes com DC e RU quando comparado com
controles. A expressdo de HBD-2 é aumentada nos pacientes com RU quando
comparada com os com DC (223). Observa-se também, aumento de expressdo em
mucosa inflamada quando comparado com mucosa ndo inflamada (224). Ha
evidéncia apontando o NOD2 como sendo o mediador da indugédo do HBD-2 na DC
colonica e RU. Estudos genéticos tém mostrado que um nimero menor de copias do
gene HBD-2, no l6cus das beta-defensinas, predispde a DC coldnica (225).

Duas beta-defensinas com um espectro antimicrobiano diferente, HBD-3 e

HBD-4, parecem seguir este padrdo de distribuicdo, embora seus niveis de
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expressao de mRNA sejam menores (127). A expressao colénica de HBD-3 e HBD-4
também sdo maiores em RCU do que em controles. Nao ha diferenca entre
controles e DC colbnica (226). Parece que HBD 3-4 possam ser apenas aumentadas
como consequéncia dos eventos inflamatérios, ndo tendo um papel na patogénese
da doenca. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para definir esta questao.

A defensina HBD1 foi a primeira a ser descoberta. Ela é expressa em
multiplos tipos de células do sistema imune tal como macrofagos, mondcitos, células
dendriticas e leucécitos. Varias células epiteliais também expressam HBD1,
incluindo do intestino (227,228). Inicialmente achava-se que o HBD1 era expresso
rotineiramente, mas evidéncia recente sugere que sua expressao seja regulada sob
condicbes especificas. Além disso, sabe-se que o HBD1 tem propriedades
guimioatrativas para células de memoria T e células dendriticas, através do receptor
de citocinas CC, sugerindo ter um papel importante em inflamacéo (229,230). HBD1
também esta envolvido na apoptose celular. Varios tumores tém diminuicdo da
expressao de defensinas, tais como cancer de prostata e de rim, para inibir apoptose
e aumentar a progressao tumoral. Portanto, a expressédo do gene DEFB1 e o papel
dos seus polimorfismos sédo de importancia significativa na saide humana (231,232).
Além disso, uma frequéncia menor do gendtipo GG em SNP C-44G, DEFB1 C-44,
que abriga um sitio de ligacdo do NF-kB, tem sido relatado em pacientes com DC,
sugerindo que a troca do alelo C por G possa aumentar o fator protetor para DC
(220).

Para avaliar a associacdo do gene DEFB1 com DIl nosso grupo comparou a
expressdo dos SNPs da area néo traduzida 5 do gene DEFB1 (233). Embora néo

tenhamos encontrado uma associacao clara e firme entre a suscetibilidade/protecéo



65

do SNPs ‘5-UTR DEFBL1 e DII, a associacao foi limitrofe, particularmente para os
pacientes com DC de célon.

Uma meta-andlise de 2015 avaliou seis estudos, incluindo o do nosso grupo,
analisando a associacdo de polimorfismos do gene DEFB1 com suscetibilidade a
doencas digestivas (Tabela 1). Avaliando o somatorio dos seis grupos, 0s autores
observaram associacédo significativa dos SNPs localizados na regido reguladora do
DEFB1 com DC, particularmente na regido nao-traduzida-‘5, rs11362 (G-20-A), rs
1800972 (C-44G), e rs 1799946 (G-52-A) (Tabela 2) (234).

Nossos achados, e a meta-analise subsequente, reforcam a impressdo de
gue estudos em grupos maiores, ou estudos que envolvam varios centros, devam
ser realizados para auxiliar no esclarecimento do papel que a DEFB1 possa
desempenhar em DII, fazendo associacdes e estratificando por fenétipo da doenca.

Os resultados acumulados de pesquisa sobre defensinas terd uma influéncia
sobre futuras estratégias terapéuticas direcionadas a restauracdo da homeostase do

hospedeiro.
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Tabela 1: Metanalise avaliando polimorfismo do DEFB1 e doengas digestivas

Table 1. Baseline characteristics of included studies. Six case-control studies were included in this meta-analysis.

First author

Sample size

Year Country Disease

Case Control

Case

Gender (M/F)

Control

Age (years)

Case Control

Genotyping
methods

Wilson TJ [10] 2014

Brazil

IBD 149 200

75/74

100/100 = =

rs11362 G>A
rs1800972 C>G
rs1799946 G>A

DS

Li P [8] 2013

China

uc 300 302

161/139 157/145 40.4+13.8

42.0+14.6

Mass Array

151799946 G>A

Zanin V-a [9] 2012

Italy

cD 108 130

36.5t140 31.3112.4

rs11362 G>A
rs1800972 C>G
rs1799946 G>A

DS

Zanin V-b [9] 2012

Italy

uc 37 130

38.2+15.7 31.3%+124

rs11362 G>A
rs1800972 C>G
151799946 G>A

Ds

Tiszlavicz Z [30] 2010

Hungary

SAP 124 100

75/49

65/35

58.0+6.9 45.0+8.9

TagMan
assay

rs11362 G>A
rs1800972 C>G
151799946 G>A

Kocsis AK [5] 2009

Hungary

Chronic

100
gastritis

53/47 =

26.0+15.0

PCR-RFLP

rs11362 G>A
rs1800972 C>G
151799946 G>A

Kocsis AK [29]

2008 Hungary

cD 190 95

108/82

50/45

36.4+129 26.0+15.0

PCR-RFLP

rs11362 G>A
rs1800972 C>G
1s1799946 G>A

M — male; F - female; IBD - inflammatory bowel disease; UC - ulcerative colitis; CD — Crohn’s disease; SAP — severe acute pancreatitis;
a and b represent two different diseases in one study; DS - direct sequencing.

Fonte: (234)

Tabela 2: Metanélise mostrando associag¢éo positiva do SNP RS 179946 G>A com

doenca de Crohn

151799946 G>A 151799946 G>A

Included study (W allele versus M allele) OR (95% (1) Weight% Included study (WW-+WM versus MM) OR (95% (1) Weight %
WilsonTia 2014) RN - 103071150 858 WikonTia(2014) - e 094(052,165) 945
Wilson THb (2014) - gk 1307,166) 79 WikonTHb (204) R & 074(041,131) 930
Wilson TH (2014) - - 108080,145) 1260 WilsonThc(2014) - e 0830053,13) 118
LiP(2013) - - 104083,130 224 L) -- 106(073,1.53) 1424
ZaninV-a (012) e e B = e (103273 878 ZaninVa(0T) e 85(10633) 037
ZaninV-b (2012) -t = 1007020 439 ZainV(01) -l - 16054 25%) 632
TaninV-c(2012) = = 0000157 1005 ZaninVc(2072) 165(099,277) 1049
TislaviczZ (2010) - == 001,235) 840 TizlavieZ(2010) 20(107,415) 831
Kocsis AK (2009) - o 093065133 904 KocsisAK(2009) - 093(054,160) 99
Kocsis AK (2008) T &%= 13708519 8%  KocisAK[2008) 174(105,288) 1078
e 5 P38 © 118006130 00 St o6 PO 1210%,153) 1000

0358 1 279 041

Fonte: (234)
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2.2.4. QUADRO CLINICO E MANEJO

2.2.4.1. QUADRO CLINICO

A sintomatologia da DIl depende da localizacdo no trato digestivo e da
intensidade do processo inflamatério (Figura 10). Na RU os sintomas caracteristicos
sdo diarreia sanguinolenta, podendo haver dor abdominal em cdlica, urgéncia ou
tenesmo. O quadro clinico é caracterizado por periodos de exacerbagado e remissao
de sintomas, sendo que aproximadamente 50 % tém uma recidiva ao ano, enquanto
uma minoria tem doenca de comportamento continuo, com recidivas mais
frequentes. ApGs o primeiro ano de doenca, aproximadamente 90 % dos pacientes
estdo inteiramente capacitados para o trabalho (definido como um més de
afastamento do trabalho por ano), embora, para uma minoria, RU cause dificuldade
para manter-se empregada. No passado a RU tinha morbidade e mortalidade
elevadas, mas gracas ao progresso no manejo clinico e cirdrgico ela tem,
atualmente, uma mortalidade que se mantém um pouco acima do da populacdo em
geral nos primeiros dois anos de diagnéstico, apresentando pouca diferenca, nos
anos subsequentes. No entanto, uma crise severa de RU ainda é uma doenca que
ameaca a vida. Em torno de 20-30 % dos pacientes que iniciam a doenga como uma
pancolite acaba sendo submetido a colectomia (235).

Assim como na RU, o quadro clinico de DC também se caracteriza por
exacerbacdes e remissdes. Sintomas de DC sdo mais heterogéneos, uma vez que
pode afetar qualquer porcédo do trato digestivo (Figura 11), mas inclui tipicamente,
dor abdominal, diarreia por mais de seis semanas, anemia e perda de peso. Estes
sintomas devem levantar suspeita de DC, especialmente nos mais jovens. Sintomas

sistémicos de indisposi¢do, anemia, anorexia ou febre sdo mais comuns em DC do
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gque em RU. Anemia sem explicacdo e deficiéncia no crescimento em criancas
também devem ser consideradas para evitar diagnostico tardio. Dor abdominal e
perda de peso séo vistos em 70 e 60 % dos pacientes com DC antes do diagnadstico.
Sangue e/ou muco nas fezes podem ser vistas em até 40 a 50 % dos pacientes com
colite por Crohn, mas menos frequentes em RU. Fistulas anais estdo presentes em

10 % dos pacientes ao diagndstico e pode ser a queixa inicial (236).

Colite Ulcerativa Doenca de Crohn
estreitamento

Locais de Manifestacado das
Doengas Inflamatérias Intestimais
Figura 10: Envolvimento intestinal na Retocolite Ulcerativa e na Doenca de Crohn

Fonte: http://www.proctosite.com
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Grosso (Colom)

intestino
Fino

Local da Doenca de Crohn
Figura 11: Envolvimento do trato digestivo por Doenca de Crohn

Fonte: http://www.proctosite.com

Embora seja comum haver inicio insidioso da DC, também pode ocorrer uma
apresentacao mais aguda, e ileite terminal aguda por DC pode ser confundida com
apendicite aguda. Por ser um processo inflamatério transmural a DC pode causar
obstrucdo devido a estenoses, fistula (frequentemente perianais), ou abscessos. A
mortalidade global de DC é levemente superior ao da populacdo normal, sendo
maior nos primeiros dois anos apés o diagndstico, e nagueles com doenga no trato
digestivo superior. DC tende a causar maior incapacidade do que RU, com apenas
75 % dos pacientes em plena capacidade laboral no ano de diagnostico e com 15%
dos pacientes incapazes para o trabalho apds 5-10 anos de doenca. Tanto colite
ulcerativa como colite por Crohn estdo associadas a um risco aumentado de
carcinoma colorretal (236).

Pacientes podem apresentar manifestagdes extra-intestinais de DC antes das
gastrointestinais se  tornarem  evidentes. Anormalidades do  sistema

musculoesquelético sdo as manifestacdbes mais comuns de DIl, incluindo
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articulacGes centrais e periféricas. Manifestacdes extra intestinais sdo mais comuns

quando a DC afeta o colon (12,235).

2.2.4.2. DIAGNOSTICO

O diagnéstico de DIl é confirmado por avaliacdo clinica e uma combinacéo de
investigacdes laboratoriais, endoscoépicas, histoldgicas e exames de imagem.

No caso de RU o diagnéstico deve ser feito com base em suspeita clinica,
apoiado em achados endoscOpicos macroscopicos caracteristicos, achados
histologicos tipicos na bidpsia, e exames de fezes negativos para agentes
biolégicos. Para DC o diagndstico depende da demonstracdo de inflamacéo focal,
assimétrica e, muitas vezes, granulomatosa, mas as investigacdes selecionadas
variam de acordo com a sintomatologia, achados clinicos e complicacdes (237).

Investigacdo laboratorial deve procurar sinais de resposta inflamatéria aguda
ou crbnica, anemia, desidratacdo, sinais de desnutricdo ou ma absor¢cdo. Exames
iniciais recomendados seriam: hemograma completo, exames de funcdo hepética,
velocidade de sedimentacdo globular, proteina C reativa, além de exames
microbiologicos para diarreias infecciosas, incluindo pesquisa de toxina de
Clostridium difficile. Testes adicionais investigando agentes biologicos especificos
podem ser necessarios para quem viajou para o exterior. Outros marcadores
também podem ser usados para identificar inflamagcdo intestinal ativa,
particularmente calprotectina fecal. A calprotectina fecal € uma proteina liberada por
neutrofilos em resposta a presenca de processo inflamatério no intestino (238).

Alguns marcadores sorolégicos imunologicos podem ser Uteis no diagndstico

diferencial de RU e DC, no entanto ndo sdo absolutamente especificos. O anticorpo
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anti-citoplasma de neutrdfilos de padréao perinuclear (p-ANCA) esta presente em 20-
85% dos pacientes com RU e 2-28% dos com DC. O anticorpo anti-Saccharomyces
cervisiae (ASCA) esta presente em 39-76 % dos pacientes com DC e até 15 % dos
pacientes com RU (239).

Para todo o paciente com diarreia, retossigmoidoscopia rigida deve ser
realizada, a ndo ser que haja plano imediato de realizar retossigmoidoscopia flexivel
ou colonoscopia. Caracteristicas macroscopicas de RU sdo a perda do padréao
vascular, granularidade, friabilidade, e ulcerac6es da mucosa retal (Figura 13). Uma
biépsia do reto deve ser feita para exame histologico, mesmo sem haver alteracdes
macroscopicas (235,240).

Para doenca leve a moderada, colonoscopia € preferivel, em geral, a
retossigmoidoscopia flexivel, porque a extensdo da doenca pode ser avaliada; mas
em doenca moderada a severa, ha um risco maior de perfuracdo intestinal e
retossigmoidoscopia flexivel é mais segura. E adequado postergar a investigacéo do
restante do célon até que condi¢des clinicas melhorem.

Havendo suspeita de DC a avaliagdo envolve, muitas vezes, endoscopia
digestiva alta e baixa, além de exames que permitam visualizar o intestino delgado.
Para avaliar a extensdo da DC no intestino recomenda-se colonoscopia até o ileo
terminal. O aspecto endoscopico caracteristico no colon € envolvimento segmentar
com ulceracdes, que podem ser do tipo aftdide até, grandes, assimétricas e
descontinuas, muitas vezes, em meio a mucosa de aspecto normal (Figura 12).
Biopsia do ileo terminal durante a colonoscopia documenta a extensao do exame e
pode achar evidéncia microscopica de DC. A DC afeta mais frequentemente o ileo
terminal e o ceco, porém sabe-se que ela pode envolver qualquer segmento do tubo

digestivo. (235). A avaliagdo do delgado pode ser feita com exame contrastado de
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transito intestinal ou com exames de imagem com TC ou RM que utilizem contraste

do delgado. As caracteristicas principais da RU e DC estdo na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas da Doenca de Crohn e da Retocolite Ulcerativa

Doenca de Crohn

Reto frequentemente poupado
LesOes saltitadas

Ulceras aftoides

Aspecto em pedra de calcamento
Ulceras longitudinais e serpiginosas
Fistulas

Ulceracgao no ileo terminal

Presenca de estenose

Retocolite ulcerativa

Reto sempre envolvido

Envolvimento uniformemente continuo
Perda do padrao vascular

Enantema difuso

Aspecto granular da mucosa

Nao hé fistulas

Aparéncia normal do ileo terminal

Auséncia de estenose

Fonte: (241)



Figura 12: Aspecto endoscoépico tipico da Doenc¢a de Crohn

Fonte: http://www.proctosite.com.br

Figura 13: Aspecto endoscopico tipico de retocolite

Fonte: http://www.proctosite.com.br
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Varios exames de imagem podem ser Uteis para definir diagnostico, auxiliar
na conduta e seguimento dos pacientes com DIl. Radiografia do abddomen é de
grande utilidade na avaliacao inicial do paciente com suspeita de DIl severa: exclui
dilatacdo colonica e pode auxiliar na definicdo da extensdo de RU ou identificar
constipacdo proximal. Em DC a radiografia do abdémen pode dar a impresséao de
massa em fossa iliaca direita ou pode mostrar evidéncia de dilatacdo de intestino
delgado (235).

O exame de transito intestinal (T1), no qual o paciente é radiografado apos
ingerir contraste, permite uma avaliacdo de todo o trato digestivo alto, identificando
dilatacGes, estenoses ou ulceracbes no delgado. As enterografias feitas por
Ressonancia Magnética Nuclear (RM) ou com o uso da Tomografia
Computadorizada (TC) sdo exames diagnosticos com alta capacidade de detectar
envolvimento do intestino delgado e lesdes transmurais em DC (235).

Ultrassonografia abdominal é uma técnica adicional util para avaliar
inflamacdo do intestino, mas a acuracia diagnOstica € menor e é operador-
dependente.

A TC ou RM do abdome séo recomendadas para avaliagdo de complicacdes
extra-murais de DC.

Exame a capsula endoscopica deve ser reservado para 0S pacientes nos
quais a suspeita clinica de DC se mantém alta apesar e avaliacdes negativas com
ileocolonoscopia e exames radiolégicos do delgado (TI, CT ou MR).

Enteroscopia com duplo baldo (DBE) deve ser reservado para situacoes
especificas onde bidpsias de areas suspeitas sao importantes para o diagndéstico, ou

onde dilatagéo de alguma estenose é factivel (235).
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2.2.4.3. CLASSIFICACAO

A classificacdo de doenca inflamatoria intestinal e o sistema de escores sao
ferramentas importantes que auxiliam na definicdo de condutas terapéuticas, permite
manter um banco de dados confiavel e permite comparar resultados de diferentes
séries de pacientes. Tanto na RU quanto na DC é importante de definir a extensao
do envolvimento do intestino e a intensidade da atividade inflamatéria. Varios
escores e sistemas de classificacdo foram propostos para analisar dados e
uniformizar a linguagem ao longo dos anos. Os principais serdo expostos abaixo.

Durante Congresso Mundial de Gastroenterologia em Viena, em 1998, foi
proposta classificacdo de DC que leva em conta a idade do diagndstico (<40 ou > ou
= a 40 anos), a localizacao (ileo terminal, célon, ileocol6nica e trato gastrointestinal
superior) e o0 comportamento patolégico da doenca (ndo-estenosante, nao-
penetrante; estenosante; e penetrante). Esta Classificagcdo de Viena passou a ser
usada largamente (242). Para incluir outros dados relevantes, no Congresso Mundial
de Montreal, em 2005, algumas modificagbes foram acrescentadas, conforme
sumarizado na tabela abaixo (tabela 4) (243,244). Neste mesmo evento,
recomendou-se uma subclassificacdo para RCU abordando extensao (tabela 5) e
grau de atividade clinica (tabela 6). Recentemente, o grupo de estudo Europeu
sobre DI, no Congresso da ECCO (European Crohn’s and Colitis Organisation),

ratificou a recomendacao de usar estas classificacdes (236).



Tabela 4: Classificagéo de Vienna e Montreal para doenga de Crohn

Vienna Montreal
Age atdiagnosis Al below 40 y Al below 16 y
A2 above 40 y A2 between 17 and 40 y
A3 above 40 y
Location L1 ileal L1 ileal
L2 colonic L2 colonic
L3 ileocolonic L3 ileocolonic
L4 upper L4 isolated upper disease*
Behaviour B1 non-stricturing, non-penetrating B1 non-stricturing, non-penetrating
B2 stricturing B2 stricturing
B3 penetrating B3 penetrating

p perianal disease modifiert

*L4 is a modifier that can be added to L1-L3 when concomitant upper gastrointestinal disease is present.
1"p” is added to B1-B3 when concomitant perianal disease is present.

Fonte: (236)

Tabela 5: Classificagdo para extensdo da RCU — Montreal

CLASSIFICACAO

E1 — proctite ulcerativa
E2 — colite esquerda
E3 — colite extensiva
Fonte: (244)

DEFINICAO

Envolvimento limitado ao reto

Envolvimento até angulo esplénico

Envolvimento além do angulo esplénico

Tabela 6: Classificacao de extensédo da Doenca de Crohn — Montreal

76

Localizacao

L1 — ileo terminal
L2 — cblon
L3 — 76leocoldnica

L4 — TGI superior
Fonte: (244)

Modificador TGI superior

L1+ L4
L2 + L4
L3+ L4
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Tabela 7: Classificacdo de Montreal para o grau de atividade da Retocolite Ulcerativa

Severity Definifion

SO Clinical remission  Asymptomatic

S1 Mild UC Passage of four or fewer stools/day (with or without blood), absence of any
systemic illness, and normal inflammatory markers (ESR)

S2 Moderate UC Passage of more than four stools per day but with minimal signs of systemic toxicity

S3 Severe UC Passage of at least six bloody stools daily, pulse rate of at least 90 beats per minute,

temperature of at least 37.5°C, haemoglobin of less than 10.5 g/100 ml, and ESR of
at least 30 mm/h

ESR, erythrocyte sedimentafion rate.

Fonte: (236)

Diferentes sistemas de analise da apresentacdo da DIl foram propostos para

melhorar o manejo do doente com RCU e DC.

2.2.4.3.1-DOENCA DE CROHN

Na DC os sistemas de avaliacdo medem parametros de atividade clinica,
endoscopica e doenca perianal. Para avaliacao clinica, os indices mais usados sé@o
o indice de atividade da doenca de Crohn (IADC) e o indice de Harvey-Bradshaw.
Para avaliacao e classificacdo das lesGes perianais, usa-se o indice de atividade da
doenca perianal (IADP).

O IADC foi desenvolvido em 1976 (245), tendo sido usado amplamente até a
presente data. Utiliza 8 variaveis objetivas e subjetivas, necessitando de 7 dias para
contagem de pontos acumulados. Em uma escala de pontuacdo de 0 a 600, &
possivel classificar entre resposta e remissao clinica (Qqueda de 70 a 100 pontos
sugere resposta clinica; valor total < ou = a 150 pontos sugere remissao) e atividade

moderada com pontuacao IADC > 220 e grave com valor de IADC > 450 (245-247).
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As variaveis subjetivas e o tempo de sete dias necessarios para completar a

avaliacdo sao fatores limitantes (tabela 8).

Tabela 8: indice de atividade da doenca de Crohn (IADC)

Namero de evacuacdes llquidas (diariamente por 7 dias) X2
Dor abdominal (nenhuma = 0, leve = 1, moderada = 2, intensa = 3) X5
Sensacao de bem-estar (bem = 0, desconfortével = 1, ruim = 2, péssimo = 3, terrivel = 4) X7
Namero de complicagdes (artrite/artralgia, irite/uvelte, eritema nodoso/ pioderma gangrenoso

ou estomatite aftosa, fissura/fistula ou abscesso anal, outras fistulas, febre > 37,8°C x 20
Uso de difelonato ou loperamida (ndo = 0, sim = 1) X 30
Massa abominal (ndo = 0, questiondvel = 1, com certeza = 5) x 10
Hematdcrito (homens: 47 - Ht%, mulheres: 42 - Ht%) X6
Peso ( 1 - peso / peso padrao x 100. Adicione ou subtraia segundo o sinal) x1

Total
10tal

Fonte: http://www.gedib.com.br

Uma alternativa mais simples, que dispensa o acompanhamento durante 1
semana e a medida do peso, é o indice de Harvey-Bradshaw. E um método
validado, de facil uso e que avalia: sensacédo de bem estar, dor abdominal, nimero
de evacuacoes liquidas diarias, presenca de massa abdominal e complicacdes da
DC (artralgia, uveite/irite, eritema nodoso, Ulceras aftbides orais, pioderma
gangrenoso, fissuras anais, fistulas e abscessos) (248). Existe risco de subjetividade

na pontuacao de dor abdominal e sensacao de bem-estar (tabela 9).
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Tabela 9: Indice de Harvey-Bradshaw para doenca de Crohn

Bem-estar geral 0 = muito bem,
1 = levemente abaixo da média
2 = ruim

3 = muito ruim
4 = péssimo

Dor abdominal 0 = ausente
1 = leve
2 = moderada
3 = intensa

Numero de evacuacgoes
liquidas por dia

Massa abdominal 0 = ausente
1 = duvidosa
2 = definida

3 = definida e dolorosa

Complicagoes Artralgia, uveite, eritema nodoso,
aftas, poderma gangenoso, fissura
anal, fistula recente, abscesso -

1 ponto cada

Fonte: http:// www.gedib.com.br

O indice de atividade da doenca perianal (IADP) foi desenvolvido pelo
impacto que esta manifestacdo tem sobre a qualidade de vido do paciente com DC.
Avalia em escala de graduacdo e pontuacdo, cinco variaveis: drenagem,
dor/restricdo de atividades, restricdo de atividade sexual, tipo de doenca perianal e
graus de endurecimento. Cada categoria é avaliada em uma escala de 5 pontos, que
vai desde auséncia de sintomas (0 pontos) a sintoma severo (4 pontos); uma

pontuacdo maior indica doenca mais grave (249).

A avaliacdo endoscopica da DC tem sido caracterizada e baseada em uma
série de lesdes da mucosa: eritema, Ulceras aftdides e de tamanho e profundidade
variadas, cobblestoning, fistulas e estenoses (250). No final da década de 80 o
grupo francés para estudo das doencas inflamatorias intestinais (GETAID)

desenvolveu um indice denominado: indice de Severidade Endoscépica de Doenca
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de Crohn (ISEDC). Este dividia o intestino em cinco segmentos (reto,
sigmoide+descendente, transverso, ascendente+ceco e ileo terminal), sendo as
lesBes classificadas pelo tipo de lesédo (ulceracdes rasas ou profundas, estenoses
ulceradas e nao ulceradas), e sendo feito também, uma estimativa da superficie
intestinal acometida. Este instrumento foi extensamente utilizado em ensaios clinicos
multicéntricos, sendo aprovado para avaliacdo da atividade endoscoépica (251).
Embora fosse um instrumento validado, 0 seu uso rotineiro apresentava algumas
limitacdes. O mesmo era de aplicacdo demorada e, nos ensaios clinicos com uso de
corticoide, havia uma falta de correlacdo entre atividade clinica da DC e aspectos
endoscopicos (252). Recentemente tem sido constatada a importancia que a
cicatrizacdo da mucosa tem para minimizar risco de progressdo da DC. Em 2004
Daperno e al. realizaram um trabalho para a criagdo e validacdo de um escore
endoscopico simplificado (SES-CD) para avaliacdo da DC, onde levava em
consideracdo 4 variaveis: Ulceras, proporcdo da superficie coberta pelas Ulceras,
proporcdo de superficie coberta por outras lesdes e estenoses. Cada variavel foi
classificada em uma pontuacdo de 0 a 3 em cada seguimento. As Ulceras foram
classificadas conforme o seu tamanho (diametro de 0,1-0,5 cm, 0,5- 2,0cm, ou >
2,0cm). A proporcao de superficie ulcerada expressas em porcentagem (<10%, 10-
30%, ou >30%) bem como a proporcdo da extensdo da superficie afetada (<50%,
50-75%, ou >75%). As estenoses foram avaliadas pelo niUmero e pela possibilidade
de serem ou nado ultrapassadas pelo colonoscopio (Tabela 4). Desta forma este
escore que é mais simples e possui uma boa correlagdo com o CDEIS, além de
baixa variabilidade interobservador contempla desfechos clinicos e endoscopicos

(253).
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Tabela 10: Definigcdes do Escore Endoscépico Simplificado para Doenca de Crohn

Valores do escore endoscoépico simplificado para DC

Variavel 0 1 2 3
Tamanho das Ulceras nenhuma Ulceras aftides  Ulceras grandes Ulceras maiores
0,1-0,5cm 0,5-2cm >2cm
Superficie ulcerada nenhuma <10% 10-30% >30%
Superficie afetada nenhuma <50% 50-75% >75%
Presenca de nenhuma Unica, pode Mudltiplas, pode N&o podem
Estenoses ultrapassar ultrapassar ultrapassar

Fonte: (253)

Para avaliar a recorréncia endoscopica apos cirurgia por DC, foi criado o
escore de Rutgeerts, que avalia o aspecto da mucosa do ileo e o nimero de

ulceracdes aftdides (254).

2.2.4.3.2-RETOCOLITE ULCERATIVA

Os sistemas de avaliagdo de RCU incluem aspectos clinicos, laboratoriais e
endoscopicos.

O sistema de classificacdo proposto por Truelove e Witts em 1955 (255) tinha
por objetivo avaliar a gravidade do surto agudo no paciente com RCU. Avaliando

namero de evacuacbes, sangramento, febre, frequéncia cardiaca, valor de
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hemoglobina e velocidade de hemossedimentacédo (VHS), este sistema estratifica a
doenca em leve, moderada e severa, conforme tabela abaixo (tabela 11).

Na RCUI os achados endoscopicos sao importantes para definir o grau de
atividade da doenca, sendo o método mais objetivo para avaliar e quantificar o dano
a mucosa do colon. A extensao deve ser definida em RU distal (proctite ulcerativa),
de célon esquerdo (colite esquerda) ou pancolite (colite extensiva), (256,257).

O escore de Mayo integra dados clinicos e endoscopicos, e, diferentemente
do sistema criado por Truelove e Witts, permite acompanhar e mensurar mudancas
no quadro clinico. Habito intestinal, sangramento retal, aspecto da mucosa visto por
endoscopia e aspecto clinico pessoal sdo anotados conforme a tabela abaixo (tabela

15). Atualmente este € 0 escore mais utilizado em ensaios clinicos (258).

Tabela 11: indice de atividade de Truelove e Witts (Oxford)

Leve Moderada Severa
N° de evacuacoes <ou=4 5 >0uU=6
Sangramento vivo + - + ++

> 37,5°C a noite ou

Temperatura (°C) Normal Intermediario >37,8°C 2 — 4 dias
Pulso Normal Intermediario >90 bpm
Hemoglobina (g/dL) >10 Intermediario <ou=10
VSG (mm/h) <ou= Intermediario >30

Fonte: (255)
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Tabela 12: indice de atividade de Mayo

indice de atividade de Mayo

Mayo Score - RCUI

Frequéncia de evacuacoes
1. NUmero normal para o paciente
2.1 a2 evac. a mais do que o normal
3. 3 a 4 evac. a mais do que o normal
4.5 ou mais evac. a mais do que o normal

Sangramento retal
1. Sem sangramento
2. Raios de sangue com fezes em menos da metade das vezes
3. Evidente sangue com fezes na maioria das vezes
4, Sangue sem fezes

Achados da endoscopia
1. Normal ou doenga inativa
2. Doenca leve (eritema, padréo vascular diminuido, friabilidade leve)
3. Doenga moderada (intenso eritema, padréao vascular ausente, friabilidade, erosdes)
4. Doenca intensa (sangramento espontaneo, ulceracao)

Avaliacao clinica global
1. Normal
2. Doenca leve
3. Doenga moderada
4. Doenca intensa

A avaliacdo médica global leva em consideragdo a queixa diaria do paciente de desconforto
abdominal, a sensacgédo geral de bem-estar, achados do exame fisico e o desempenho do paciente
para atividades diarias.

ESCORE GRAVIDADE
<2 s/ nenhum Remisséao clinica
Subescore > 1
3-5 Atividade Leve
6-10 Atividade Moderada
11-12 Atividade Grave

Fonte: http://www.gedib.com.br
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2.2.5. TRATAMENTO

Nas Uultimas duas décadas o conhecimento sobre doenca inflamatoéria
intestinal evoluiu de forma espetacular, no entanto, as estratégias de tratamento, até
0 presente, tém permitido apenas o controle destas doencas crbnicas, e ndo a cura
(259). A etiologia precisa ndo é conhecida, portanto a terapéutica especifica dirigida
ao agente causal ainda nao esta disponivel (235). A abordagem terapéutica clinica
atual é baseada em medicamentos que exercem uma acao direta (ex: corticéides e
imunossupressores) ou indireta (ex: antibidticos) na cascata inflamatéria de ambas
as doencas (260-262). Desta forma a maioria dos medicamentos é aprovada tanto
para RU quanto para DC, tendo como meta a promocédo do controle da doenca e a
melhora a qualidade de vida relacionada a saude destes pacientes (263).

Os medicamentos usados no tratamento clinico das DIl no presente sdo 0s
salicilatos, corticosterdides, antibidticos e imunossupressores. Estes agentes
suprimem a resposta do hospedeiro a bactérias que penetraram o epitélio, e desta
forma, reduzem a inflamacao secundaria. Eles podem ser acompanhados de varios

efeitos colaterais potencialmente graves, incluindo infeccées oportunistas (264).

2.2.5.1. TRATAMENTO CLINICO

2.2.5.1.1. DERIVADOS SALICILICOS

A sulfassalazina tem sido o medicamento usado na primeira linha de
tratamento de doencas inflamatérias intestinais desde a década de 50 (265). Ela
consiste em um composto ativo, o acido 5-aminossalicilico (5-ASA), combinada com

a sulfapiridina através de uma ligagdo azo. Esta ligacdo torna o medicamento
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estavel em pH acido e impede a absorcdo do 5-ASA no estbmago e intestino
delgado. Ao chegar ao intestino grosso, a ligacdo azo é desfeita, por acao
bacteriana, permitindo que a sulfapiridina seja absorvida e eliminada através do
metabolismo hepatico e urinario, e a porcao ativa, o 5-ASA, segue agindo
topicamente na mucosa colorretal. Acredita-se que o 5-ASA tenha acdo anti-
inflamatoria através de inibicdo de citocinas (interleucina 1 (IL-1), fator de necrose
tumoral alpha (TNFalfa), IL-2, IL-8, e fator nuclear kappa beta (NF-kB) (266,267),
inibicdo de prostaglandinas, de sintese de leucotrienos e eliminacdo de radicais
livres (268-270). Para permitir o uso isolado da porcdo terapéutica, também
denominada mesalazina (5-ASA), desenvolveram-se diferentes capsulas resistentes
ao pH acido, permitindo a liberacdo no intestino delgado ou no grosso, conforme a
propriedade desejada. Por ter acédo tOpica, a mesalazina também foi desenvolvida
na forma de supositorio e enemas, para administracdo nos pacientes com doenca
distal.

A mesalazina é a primeira linha de tratamento para RU leve a moderada,
podendo ser administrada por via oral, principalmente nos pacientes com doenca
extensa, ou tépica na forma de supositério ou enema, se a doenca for limitada a
porcdo distal do intestino grosso. O uso concomitante de medicacdo oral e tdpica
tem sido usado com boa tolerancia e resultados mais eficazes nestes pacientes com
doenca extensa (271).

O uso dos salicilicos ndo é recomendado apenas na doenga ativa, mas
também para a manutencdo da remissao (237,272). Ha evidéncia de que seu uso
tenha beneficio no longo prazo, para prevencdo de formacdo de displasia e

neoplasia colorretal nos pacientes com doenca extensa de longa duracéo (273).
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Nos pacientes com DC com atividade no intestino grosso, a indicacao é mais
controversa, havendo evidéncia mais limitada dos seus beneficios. Existe um
aparente beneficio para os pacientes com doenca ativa leve a moderada no intestino
grosso, mas nao no delgado. Também ndo ha suporte atual para o uso dos

salicilicos para manutencéo ou prevencao de recidivas da DC (274,275).

2.2.5.1.2. CORTICOIDES

Os corticéides tém uma potente acao antiinflamatdria e imunossupressora,
suprimindo mediadores inflamatoérios, inibindo quimiotaxia de neutrofilos e
macrofagos e deprimindo a imunidade celular. Seu uso é fundamental para o
controle de doenca inflamatéria moderada a severa, na fase ativa da doenca, tanto
em DC como em RU. Em pacientes com RU leve a moderada, nos quais nao se
alcance remissao de sintomas com os salicilicos, o corticoide pode ser associado. A
medicagdo pode ser administrada por via oral, na forma de prednisona ou
metilprednisolona, ou endovenosa, na forma de prednisolona ou hidrocortizona. O
objetivo de tratamento com corticoides é atingir a remissdo dos sintomas, e,
gradualmente reduzir a dose, mantendo remissdo com outros medicamentos. O uso
de cortic6ide ndo € recomendado para manutengéo ou prevencao de recidivas (276).
Os parefeitos do uso prolongado de corticéides (retencdo hidrica, hiperglicemia,
hipertensédo, acne, estrias, osteoporose, fascies Cushingodide e suscetibilidade a
infeccbes) comprometem a sua utilidade para manutencéo.

Novos corticoides foram desenvolvidos para minimizar estes efeitos
colaterais. A budesonida permite o uso topico com minima exposi¢cao sistémica.
Estima-se que 90 % da medicacao oral sofra inativacado apés absorcao no delgado e

passagem pelo figado. Tem sido medicacdo util para inducdo da remissdo em
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pacientes com DC leve a moderada de ileo terminal e colon direito, como alternativa
aos outros corticoides (277). Também existe na forma de enema para doenca distal.

Alguns pacientes ndo toleram a reducdo da dose do corticoide, tornando, o
gue chamamos de “cértico-dependentes”. Outros pacientes que usaram corticoides
num segundo uso, numa recorréncia de sintomas, passam a nhao ter a mesma
resposta, desenvolvendo o que se denomina “cortico-resisténcia” (278—-280). Para

estes pacientes as drogas imunossupressoras sao Uteis.

2.2.5.1.3. IMUNOSSUPRESSORES CONVENCIONAIS

Fazem parte deste grupo a azatioprina e a 6-mercaptopurina. Esta classe de
medicamentos trouxe grandes resultados para manter a remissdo induzida por
corticéides em pacientes com DC, assim como para 0s pacientes cortico-
dependentes ou cortico-resistentes. Em pacientes com RU com doenca
persistentemente ativa, coértico-dependente ou resistente estes imunossupressores
podem ser usados como alternativa.

O metotrexate € outra medicacdo imunossupressora alternativa que pode ser
usada para induzir ou manter a remissao de pacientes com DC no qual se deseja
evitar o corticoide.

Alguns ensaios clinicos foram feitos em pacientes com RU refratéria, no qual
se deseja evitar o corticoide, com o0 imunossupressor tacrolimus, com bons indices
de manutencado de remisséao.

Para pacientes com RU severa, ndo responsivos a corticoesteroides, a
ciclosporina endovenosa pode permitir tratamento clinico de resgate. Varios ensaios

clinicos mostram resposta, na ordem de 70 a 80 % (281,282).
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2.2.5.1.4. ANTIBIOTICOS

Com a ideia de que as bactérias intestinais fazem parte do processo de
desencadeamento e manutencdo da DIl, o uso de antibiéticos para algumas
apresentacoes tem sido relatado com boas respostas (166,283). As drogas descritas
nos ensaios clinicos foram ciprofloxacina e metronidazole, via de regra, associadas
a outra medicacdo. Os resultados do seu uso foram particularmente melhores na
localizac&o col6nica e perianal, bem como nas situacfes de doenca transmural da
DC. Seu uso como tratamento primario da RU ou DC em atividade ou em remisséao é
controverso (83,84).

Seu uso prolongado fica limitado por parefeitos potenciais, bem como o risco
de selecdo de cepas de bactérias por uso de antibidticos por tempo prolongado

(166).

2.2.5.1.5. TERAPIA BIOLOGICA

O estudo do processo inflamatério intestinal mostrou a importancia do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa) em recrutar células inflamatérias circulantes, induzir
edema, ativar coagulacdo e participar na formacdo de granulomas (284). Esta
descoberta motivou o desenvolvimento de um anticorpo monoclonal quimérico
dirigido a este mediador inflamatério, chamado infliximabe. Ensaios clinicos
multicéntricos (256,285) em pacientes com DC refratdria moderada a grave,
mostraram bons resultados com altos indices de remissdo e menores complicacdes
cirurgicas. A sua utilidade em pacientes com DC fistulizante e seu papel na indugéo
de cicatrizagdo da mucosa tem sido ratificada em estudos recentes (286).

Em 2001 surgiram as primeiras publicagbes sobre o emprego do infliximabe

na RU com resultados animadores (257). Ensaios clinicos multicéntricos seguiram,
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para inducdo e manutencdo em RU moderada a grave (287), sancionando seu uso
neste tipo de DIl que seja refratario a tratamentos convencionais.

Outro anticorpo monoclonal anti-TNF-alfa, o adalimumab, de origem humana,
foi desenvolvido e colocado a prova em ensaios clinicos a partir de 2007 (288),
tendo mostrado sua eficacia para pacientes com DC moderada a severa, com
remissdo de sintomas e manutencdo, fechamento de fistulas e cicatrizacdo de
mucosa, e gerando menos internacdes hospitalares.

O uso destes novos imunossupressores, denominados biolégicos, ndo é
isento de riscos. Cuidados especiais devem ser tomados para prevencao e vigilancia
contra infec¢des oportunistas e linfomas (48,289).

A estratégia do uso destes grupos medicamentos tem sido iniciar com 0s
salicilados, acrescentando o0s esteroides, se necessario, progredindo para o0s
imunossupressores tradicionais e, finalmente, se necessario, os biolégicos. Este
modo de tratar, comecando pelo menos até o mais complexo tem sido chamado
“Step-up”. E o que se pratica largamente para RCU e o que era a regra para DC, até
pouco tempo. Apds o surgimento dos bioldgicos, e seu sucesso em casos de DC
com fistulizagéo, existe um crescente uso destes medicamentos mais complexos no
inicio do quadro, e, ap0s estabilizacdo do quadro, a transicdo para os medicamentos
por via oral: imunossupressores, corticéides e salicilados. Esta estratégia é chamada
“Top-down” e tem por objetivo evitar a progressdo da DC do comportamento de
doenca: inflamatorio, para estenosante e, finalmente, para fistulizante/penetrante
(figuras 14 e 15). Embora uso destes imunossupressores novos tenham riscos
acredita-se que havendo resolugcdo precoce do processo inflamatério com
cicatrizacdo da mucosa, haja menos risco de haver envolvimento transmural com as

complicagbes decorrentes (estenose e fistulizagdo) (240,290).
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Figura 14: Evolucéo patolégica da Doenga de Crohn

Fonte: (290)

Descrigdo: evolucéo da doenca de Crohn sobre o intestino desde as alterag6es patolégicas
inflamatorias, as estenosantes e as fistulizantes (Adaptado de Neurath MF et al. Gut 2012;61:1619-

35).
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Step-Up and Top-Down Therapy
for Crohn’s Disease

Anti TNF

Anti TNF AZAIMTX

AZAIMTX Combination

Steroids Steroids

5-ASA/SPS

Step-up Top-down
therapy therapy

Lichtenstein GR et al. Inflamm Bowel Dis. 2004;10:S2-S10.

Figura 15: Programa "step-up" e "top- down" para Doenc¢a de Crohn

Fonte: (291) Descricao: as duas estratégias de tratamento: “step-up”, onde se evolui dos
medicamentos menos até os mais complexos; e o “top-down”, onde se inicia com o mais complexo e,
apos a estabilizacéo do processo inflamatdério, se faz a transi¢cdo para os menos (Adaptado de
Lichtenstein GR et al. Inflamm Bowel Dis 2004;10 Suppl 2:S2-10)

Nos ultimos anos, esforcos crescentes estdo sendo feitos para caracterizar e
dissecar os mecanismos dentro das cascatas inflamatorias em ambas as doencas,
de modo a identificar novo alvos para terapias doenca-especificas. Além da possivel
melhora no controle da doenca, o uso de tais terapias com alvos especificos deve
reduzir os efeitos colaterais relacionados ao uso de tratamentos imunomoduladores
inespecificos (ex: neoplasias, infeccdes e reacdes alérgicas), desta forma apoiando

politicas de controle de custos (6).
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2.25.2. TRATAMENTO CIRURGICO

Na RU a cirurgia deve ser indicada para os pacientes que nao respondem a
tratamento clinico intensivo. A proctocolectomia restauradora com bolsa ileal e
anastomose anal (IPPA) € o procedimento de escolha em pacientes com RU
fulminante, recorrente ou associada a neoplasia (Figura 16). Pacientes com displasia
ou cancer, doenca mal controlada, episédios recorrentes ou crbénicos de RU, ou
agueles que mantém um coto retal de colectomia prévia deve ser aconselhado sobre
as opcoes cirurgicas. A maioria dos pacientes submetidos a IPPA evoluem bem com
melhora da qualidade de vida. Em RU, uma velocidade de sedimentacédo globular
(VSG) inicial acima de 30 mm/h e colite extensa no diagnoéstico pode aumentar a
probabilidade de colectomia subsequente durante os primeiros 10 anos (292,293). O
papel das escalas de resultados relatados pelo paciente é aperfeicoar o tratamento
de DIl e apoiar as decisdes sobre o0 manejo da doenca tem se tornado mais
importante na ultima década (294,295). A decisdo de operar deve sempre ser
tomada em conjunto com o paciente. Pacientes com RU devem receber toda a
informacéo e aconselhamento sobre os tipos de opcdes cirargicas, inclusive sobre

bolsa ileal.

A Proctocolectomy B et j-pouch, stapied anastomeosts, C Ciosure of the temporary Beostomy
temporary Seostomy

Entire colon removed

Tieai J-pouch
(reservoir)

Beal pouch-anal anastomosts

Stapied deal
poudh-anal arastomosts

Rectum removed

Figura 16: Proctocolectomia restauradora com bolsaileal
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Fonte: (9) Descricdo: as diferentes fases da cirurgia: A- a proctocolectomia; B- a confec¢do da
bolsa ileal; e C- o fechamento da ileostomia temporaria (Adaptado de Ordas | et al. Lancet
2012;380:1606-19).

Na DC a indicagdo cirargica deve ocorrer apenas para o paciente sintomatico,
com doenca identificada por métodos de imagem, pelo fato de ser doenca
panentérica e estar sujeita a recidiva apdés a cirurgia. Resseccdes devem ser
conservadoras limitando-se a doenca macroscopica. Nas estenoses de delgado,
onde for possivel realizar plastias das estenoses, elas sao preferidas em lugar das
resseccles, por preservar area de absorcdo. Nos pacientes com colite por DC
submetidos a IPPA as complicacbes sdo mais frequentes, de modo que sua
indicacao deve ser considerada com cuidado (80-82,89,95-98). DC a cirurgia ndo é
curativa e 0 manejo € direcionado a minimizar o impacto da doenca. Pelo menos 50
% dos pacientes vao precisar cirurgia nos primeiros 10 anos, e aproximadamente
70-80 % vao precisar cirurgia ao longo da vida. Estudos recentes sobre DC
identificaram fatores prognodsticos presentes ao diagndstico que aumentam a
probabilidade de cirurgia. Estes fatores incluem: doenca no ileo terminal, doenca
estenosante ou fistulizante, e idade abaixo de 40 anos ao diagndstico (296,297).
Anastomose primaria ndo é recomendada na presenca de sepse e desnutricdo
(237).

Pacientes com DC anal e perianal devem ser operados apenas quando
sintométicos. Os procedimentos devem ser conservadores em conjunto com o
tratamento clinico, principalmente focado em drenagem de abscessos. Reparo de
fistulas pode ser adequado em casos selecionados com minima ou nenhuma
doenca retal.

Até o momento os tratamentos para DIl ttm como alvo apenas o sistema

imune, a despeito dos outros componentes da patogénese de DIl: o genoma, 0 meio
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ambiente e a microbiota intestinal. Se DIl € o resultado de uma interacdo complexa
entre estes componentes, um tratamento ideal e efetivo deveria abordar todos os
elementos envolvidos. A medida que o conhecimento sobre a fisiopatologia de DI

progrida podera haver uma alteracdo deste cenario num futuro préximo.

2.2.6. PERSPECTIVAS DE TRATAMENTO

Um tratamento realmente efetivo deve abordar todos os elementos
envolvidos. Esta atencédo especial ao papel da microbiota na patogénese de DIl em
nivel investigativo tem sido acompanhada por varias estratégias diferentes cujo alvo
era modular sua composi¢cdo, com graus variaveis de sucesso. Havendo
comprovacgdo de que mudancgas na dieta tenham efeito sobre a microbiota e, como
consequéncia, na evolucédo de DII, esta seria uma intervencdo interessante, com
baixo risco e mais facil de executar do que as demais modalidades de tratamento. A
possibilidade de modular a microbiota através do uso de pré-biéticos e pro-bidticos
também é uma area que promete render efeitos positivos (298,299).

Recentemente o uso de transplante de fezes de doadores saudaveis em
pacientes com colite pseudomembranosa serviu de base para alguns estudos em
pacientes com DII, tendo sido testado em varios centros. Os resultados preliminares
sdo animadores, embora ndo haja uniformidade de resultados e haja dificuldades
técnicas de aplicar o procedimento (300,301).

A possibilidade de produzir defensinas em laboratorio ja € uma possibilidade
(302) (Figura 17). A utilizacdo de peptideos antimicrobianos sintéticos, ou a indugao
da producdo de defensinas enddgenas, sdo estratégias plausiveis para serem

consideradas para ensaios clinicos em pacientes com DIl num futuro proximo (303).
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Figura 17: Defensina sintética

Fonte: (302) Descricdo: estrutura quimica de defensina produzida em laboratério (Adaptado de Heapy
AM et al. Org Lett 2012;14:878-81)
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3. MAPA CONCEITUAL OU TEORICO

Doenca inflamatéria intestinal = sujeito geneticamente suscetivel, sob
influéncia de fatores ambientais e bacterianos.

‘ Sartor 2012 www.nature.com

Fatores genéticos influenciam a funcéo de fatores protetores na barreira
intestinal e componentes da imunidade inata. Entre estes a produc¢éo de
defensinas, como a HDB-1, codificada pelo gene DEFB1, que € o tema deste
estudo.




Com a deficiéncia de defensinas haveria menor agdo antimicrobiana no
epitélio intestinal, diminuindo protecéo e alterando o equilibrio que
normalmente existe com a microbiota intestinal.
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Com a protecdo comprometida ocorreria a perda do equilibrio que
habitualmente existe, entre um estado de tolerancia com os microrganismos
e inflamacédo, havendo aumento da intensidade e cronificacdo do processo
inflamatério. Como consequéncia ocorrem as alteracdes patoldgicas
caracteristicas da doenca inflamatoria intestinal.
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4. JUSTIFICATIVA

Ha poucos trabalhos sobre potenciais associacdes entre genes DEFB1 e DI,
na populacdo brasileira. Consideramos, pois, que a identificacdo das diferencas
entre grupos de pacientes e controles sadios podera favorecer o surgimento de
informagdes que contribuam para a melhor compreensao do enventual papel do
gene DEFB1 nestas doencas. Entendemos, também, que estes novos
conhecimentos poderdo ser Uteis na identificacdo de individuos com maior ou menor
predisposicdo ao desenvolvimento da doenga, bem como no estabelecimento de
prognéstico, auxiliando, assim, no desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas focadas na imunidade inata contra a DII.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVOS GERAIS

e Investigar os polimorfismos do gene DEFB1 em pacientes com DIl e

grupo controle, ambos caucasoides.

2.2-OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Avaliar a frequéncia dos SNPs do gene DEFB1 em pacientes com
Doencga de Crohn e Retocolite Ulcerativa, estratificando a frequéncia
com a apresentacao da doenga, e comparando-os com grupo controle,

ambos caucasoides.
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SUMMARY

The possible association of three DEFB1 gene polymorphisms with susceptibility to
develop ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD) was investigated in
Brazilian patients and controls. Although a clear and strong association between
functional 5-UTR DEFB1 SNPs and susceptibility/protection to IBDs cannot be
drawn, our results suggest a possible involvement of DEFB1 gene in inflammatory

bowel diseases, especially with the colonic localization of Crohn's disease.

INTRODUCTION

Ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD) are the two main forms of
chronic inflammatory bowel diseases (IBDs); although having an unknown aetiology,
they are believed to result from a complex interaction of several genetic and
environmental factors, leading to an inappropriate inflammatory response and

disease development (Podolsky, 2002).

Recent evidence suggests that innate immunity plays an important role in
triggering the inflammatory cascade and the subsequent pathological adaptive
immune responses, characteristics of IBD (Xavier & Podolsky, 2007). The normal
mucosal barrier on the bowel wall separates the host from immunological challenges
represented by bacteria, viruses, fungi and food antigens within the lumen. While
contributing to protection of host from invasion by establishing a rapid response to
pathogens, innate immune mechanisms also allow the coexistence of commensal
agents. In IBD, a break in the tolerance occurs and inflammation supervenes, driven

by the intestinal microbial flora (Lakatos et al., 2006; Sartor, 2008).

Human [B-defensins (HBDs) are small peptides that belong to the innate
immune system and act in the first steps of human defence (Schneider et al., 2005).
These peptides, produced by the epithelial cells of intestinal mucosa, are
characterized by antimicrobial activities against a broad range of fungi, bacteria and

viruses. In addition, HBDs are considered a link between innate and adaptive
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immunity acting as ‘microchemokine’ (Yang et al., 1999). HBDs are encoded by two
gene clusters located at 8p23.1 and 20pl13 (Dork & Stuhrmann, 1998; Rodriguez-
Jiménez et al., 2003); the DEFB1 gene (8p23), encoding for the human beta-
defensin 1 (HBD-1), is constitutively expressed by epithelial cells of a wide variety of
tissues, but its expression can vary between individuals and can be modified during
the inflammatory process (Harder et al., 1997; Bals, 2000). Impaired production of
defensins appears to contribute to the pathogenesis of IBDs, and a decrease in HBD-
1 expression was reported in the mucosa of patients with CD and UC. Because a
correlation between DEFBlexpression and single nucleotide polymorphisms (SNPs)
present in the regulatory region of the gene has been reported (Sun et al., 2006;
Milanese et al., 2007), we analysed the possible association of 5’ untranslated region
(UTR) DEFB1 SNPs, namely -52G>A (rs1799946) -44C>G (rs1800972) and -20G>A
(rs11362), with the susceptibility to inflammatory bowel diseases in a group of
patients with IBD (CD and UC) and healthy controls from south Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Patients and controls

A total of 149 patients with IBD from ‘Hospital de Clinicas de Porto Alegre’ (75
men and 74 women) and 200 healthy controls from the same geographical area (100
men and 100 women) were enrolled at the Brazilian bone marrow centre. Among the
patients with IBD, 79 presented with CD and 70 with UC. The diagnosis of IBD was
based on standard clinical, radiological and histological criteria, in accordance with
the recent consensus on IBD published by the European Crohn's and Colitis
Organization (ECCO) (Stange et al., 2006, 2008).

For 71 of the 79 patients with CD, a classification of the disease according to
anatomical localization of the disease was also possible: 15 patients (21%)
presented ileal CD, 42 (59%) presented ileocolonic CD and 14 (19%) presented
colonic CD.

The 200 healthy controls were obtained from the bone marrow donor centre, in which
they must disclose any ailment treated or under treatment, when registering. None of

them had a record of IBD treatment.
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The mean age was 40.19 +12.01 (xSD) years for the patients and
38.58 + 10.49 years for the controls.

Informed consent was obtained from all patients and controls, and the study
was approved by the Research Ethics Board of ‘Hospital de Clinicas de Porto Alegre’
(100033).

DEFB1 SNP genotyping

Blood samples were collected into tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid. DNA was extracted using a salting-out procedure.
The three polymorphisms (rs1799946, rs1800972 and rs11362) in the 5'-UTR region
of the DEFB1 gene were genotyped by direct sequencing with Big Dye Terminator
chemistry and an ABI 3130 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
using primers and protocols previously described in the literature
(Jurevic et al., 2003; Braida et al., 2004). The sequences were analysed with the

4peaks software (http://www.mekentosj.com/science/4peaks).

Statistical analysis

Data were analysed using the SPSS 11.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Allele and genotype frequencies were compared using Fisher's exact test. The
haplotype frequencies were obtained according to the EM algorithm using the
Arlequin software (version 3.11) (Excoffier et al., 2005). P-values <0.05 were
considered as statistically significant; odds ratios (OR), with 95% confidence

intervals, were calculated for statistically significant comparisons.

RESULTS

SNP frequency distributions were in Hardy—Weinberg equilibrium for both
patients and controls, with the exception of the -52G>A SNP in controls (P = 0.004,
X* = 8.29) and -20G>A SNP in patients with UC (P = 0.018, x* = 5.57).
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No statistically significant differences were observed in the distribution of
allelic frequencies for DEFB1 -52G>A, -44C>G and -20G>A SNPs between the
totality of patients with IBD and healthy controls (Table 1). When patients with CD
were stratified according to the CD anatomical localization, the -20G>A A allele was
more frequent in patients with colonic CD than controls (65% vs. 44%, P = 0.048).
Similarly, the A/A genotype was more frequent in patients with colonic CD than
controls (36% vs. 16%), but in this case, the difference was not statistically significant
(P =0.07).
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Table 1. Allele, genotype and haplotype frequencies (and count) of the 5-UTR DEFB1 polymorphisms in healthy controls and patients with CD and UC

Patients with IBD

Patients with CD Patients with UC Total 1BD
Healthy lleal CD lleo-colonic CO colonic CO Total CD
SNPs Controls n=200 n=15 Pvalue®  n=42 Pvalue®  n=14 Pvalue®  n=79 Pvalue®  Total UC n=70  Pvalue® n=149 Pvalue®
-52 (G/A)
Alleles
G (228/400) 0.57 (20/30) 0.67  0.342 {45/84) 0.54 0.629 (21/28) 075  0.075 (94/158) 0.59  0.635 (84/140) 0.60 0.552 (178/298) 0.60  0.486
A {(172/400) 0.43 {10/30) 0.33 {39/84) 0.46 (7/28) 0.25 (64/158) 0.41 (56/140) 0.40 (120/298) 0.40
Genotypes
G/G {55/200) 0.28 (715) 047  0.242 {13/42) 0.31 0.152 (7/14) 050  0.128 {30/79) 0.38  0.049* (27/70) 0.39 0.061 (57/149) 0.38  0.012*
G/A {118/200) 0.59 6/15) 0.40 (19/42) 0.45 (7/14) 0.50 (34/79) 0.43 (30/70) 0.43 64/149) 0.43
AA (27/200) 0.14 2/15) 0.13 (10/42) 0.24 0/14) 0.0 (15/79) 0.19 (13/70) 0.19 (28/149) 0.19
-44 (C/G)
Alleles
(¢} {333/400) 0.83 (23/30) 0.76  0.325 {70/84) 0.83 1 {23/28) 082 0.798 (132/158) 0.84 1 {119/140) 0.85 0.691 251/298) 0.84  0.757
G {67/400) 0.17 (7/30) 0.24 (14/84) 017 (5/28) 0.18 (26/158) 0.16 21/140) 0.15 (47/298) 0.16
Genotypes
c/c (138/200) 0.69 ©915) 0.60  0.380 (29/42) 0.69 1 (10/14) 072 0.349 (56/79 0.71  0.748 52/70) 0.74 0.420 (108/149) 0.72  0.452
C/G (57/200) 0.28 (5/15) 0.33 {12/42) 0.29 (314) 0.21 20/79) 0.25 (15/70) 0.21 (35/149) 0.23
G/G {5/200) 0.02 (1/15) 0.07 (1/42) 0.03 (1114) 0.07 {8/79) 0.04 (3/70) 0.04 (6/149) 0.04
-20 (G/A)
Alleles
G (226/400) 0.56 (16/30) 0.53  0.849 (53/84) 0.63 0.277 (10/28) 0.35  0.048* (88/158) 0.56  0.925 (75/140) 0.54 0.555 (163/298) 055  0.645
A {(174/400) 0.44 (14/30) 0.47 {31/84) 0.37 (18/28) 0.65 (70/158) 0.44 65/140) 0.46 (135/298) 0.45
Genotypes
G/G (58/200) 0.29 (5/15) 0.33  0.401 (17/42) 0.40 0.361 (1/14) 0.07  0.076 24/79) 0.30  0.761 (25/70) 0.36 0.011* 49/149) 0.33  0.077
G/A {110/200) 0.55 6/15) 0.40 {(19/42) 0.45 (8/14) 0.57 40/79) 0.51 (25/70) 0.36 (65/149) 0.44
AA {32/200) 0.16 @Nn5) 0.27 6/42) 0.14 (5/14) 0.36 (15/79) 0.19 (20/70) 0.29 (35/149) 0.23
Haplotypes
ACG {152/400) 0.38 9/30) 0.30  0.653 37/84) 0.44 0.628 5/28) 018 0.131 (62/158) 0.39  0.980 52/140) 0.37 0.817 (113/298) 0.38  0.314
GCA {(160/400) 0.40 {13/30) 0.43 (28/84) 0.33 (16/28) 0.57 66/158) 0.42 (62/140) 0.44 (128/298) 0.43
GGG {64/400) 0.16 (7/30) 0.23 (15/84) 0.18 (5/28) 0.18 (25/158) 0.16 21/140) 0.15 (48/298) 0.16
Other {24/400) 0.06 (1/30) 0.03 {4/84) 0.05 (2/28) 0.07 (8/158) 0.03 6/140) 0.04 (9/298) 0.03

CD, Crohn's disease; UC, ulcerative colitis; IBD, inflammatory bowel diseases.

®Fisher's exact test calculated vs. healthy controls.
*Statistically significant P-values.
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The A/A genotype was also more frequent in patients with UC than in healthy
controls (A/A vs. G/G+G/A, P =0.03 OR =2.09, 95%CI. 1.04-4.16), indicating an

association with susceptibility to UC.

Statistically significant differences were also seen in genotype frequencies
distribution for the -52G>A SNP. The -52G>A G/A genotype was more frequent in
controls (59%) than patients with IBD and CD (43%) (G/A vs. G/G+A/A P =0.003,
OR =0.52, 95% CI=0.33-0.82, andP =0.016, OR =0.53, 95% CI =0.30-0.92,
respectively), suggesting an association with protection towards disease
development, while the -52G>A G/G genotype was more frequent in patients with
IBD than controls (P = 0.037, OR = 1.63, 95%CI 1.01-2.63) and thus associated with

increased susceptibility.

Finally, we reconstructed DEFB1 haplotypes and analysed their distribution in
patients with IBD (CD and UC) and healthy controls. The three DEFB1 SNPs were in
linkage disequilibrium in the CD, UC and control subjects and combined into three
major haplotypes (GCA, ACG and GGG, with frequency >5%) and three minor
haplotypes (AGG, GCG and ACA, with frequency <5%, indicated as ‘other’ in
Table 1). No statistically significant differences were observed, except for the ACG
haplotype that was less frequent in patients with colonic CD than controls (18% vs.
38%; ACG vs. GCA P = 0.040, OR = 0.330, 95%CI 0.092-0.972).

DISCUSSION AND CONCLUSION

A growing body of evidence has arisen in the recent years concerning the role
of innate immunity in the development of IBD. The innate immune system maintains
a defensive wall between the luminal microbes and the gut epithelium, thereby
protecting the host against infections; there is a general agreement that these
microorganisms are of particular relevance in the development and maintenance of
CD and UC (Gersemann et al., 2012).

To our knowledge, few studies have previously investigated the role
of DEFB1 SNPs in IBD. Recently, Zaninetal. found no differences in DEFB1 -
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52G>A, -44C>G and -20G>A SNP alleles, genotype or haplotype frequency between
Italian patients with IBD (108 CD and 37 UC) and controls, although some trends of
association were evidenced for CD and especially for certain anatomical localization
of the disease. In the Italian study, the -20G>A A allele was slightly more frequent in
patients with CD (especially colonic patients) than in healthy subjects. Similarly, our
findings showed that the -20G>A A allele was more frequent in patients with colonic
CD than controls. In line with these results, Kocsis et al., 2008 also reported that the -
20 G/G genotype was more frequent in controls than in patients with colonic CD. In
our study, the homozygous A/A genotype was also more frequent in patients with UC
than in healthy controls.

The -44C>G SNP has been reported to be protective towards colonic CD
development and to positively regulate the expression of DEFB1 (Peyrin-
Biroulet et al., 2010); in the Zanin et al. study, the -44C>G C allele was more frequent
in patients with colonic localization (although not at a statistically significant level),
and Kocsis et al. reported a significant increase in the -44 CC genotype in ileocolonic
patients and to a lesser extent in colonic patients. Conversely we did not find any
difference in the frequency distributions of the -44C>G polymorphisms.

Differently from Kocsis et al., who did not evidence any association between -
52G>A SNP and CD, in our study, significant differences were also seen in genotype
frequencies distribution for the -52G>A SNP. In fact, the heterozygous -52G>A G/A
genotype was more frequent in controls than patients with IBD and CD, and the G/G
genotype was more frequent in patients with IBD than controls. Zanin et al. reported
a slight increase in the -52G>A G allele frequency in patients with ileal localization of
CD.

IBDs are multifactorial diseases, and many genetic loci (over 163) other
than DEFB1 have been already indicated as candidates for susceptibility to CD or
UC in different association or GWAS (Brant, 2013). In the case of DEFB1, a strong
involvement in IBDs was not univocally found in independent association studies, but
nonetheless it is not excluded that DEFBlgene could be one of the several factors in
the ‘Universe’ of genetic variants involved in IBDs (already described and well
characterized in the paper from Tommasini et al., 2010) that possibly act as modest

modifiers of the susceptibility/protection phenotype.
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When looking at our and the other results in the literature (Kocsis et al.;
Zanin et al., 2012; Peyrin-Biroulet et al., 2010), it appears that a clear strong
association between functional 5-UTR DEFB1 SNPs and susceptibility/protection to
IBDs cannot be drawn; nonetheless, some association does exist, especially with the
colonic localization of CD.

The regional localizations of Crohn's disease, ileal or colonic disease, can be
linked to different defensins profiles. In the colonic form of Crohn's disease, a
diminished beta-defensin 1 expression in enterocytes has been reported, while HBD-
1 shows a stable ileal expression, which remains unchanged in the case of disease,
suggesting that this peptide does not play an important role in the case of ileitis,
where instead ileal Paneth cell alpha-defensins HD5 and HD6 are supposed to play a
major role (Wehkamp et al., 2005). A deficiency in the antimicrobial defence systems
of defensins may be a reasonable and plausible explanation for the break of the
antibacterial barrier function in IBDs. Polymorphisms in the regulatory region of a
gene, such as DEFB1, could differently affect the transcriptional control and be
detrimental in some cells or district (where the encoded protein has an pivotal role)
and not in others, where different peptides are involved. Unfortunately, only DNA
samples from the patients were available for this study, so an analysis

of DEFB1 expression level has not been possible.

All this considered, we think that the DEFB1 gene and the encoded HBD-1
should be considered as possibly involved in IBDs, and further genetic as well as

functional studies are recommended.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

As DIl sao o resultado de uma interacdo complexa entre imunidade inata e
adaptiva em individuos geneticamente suscetiveis, expostos ao meio ambiente e a
uma flora intestinal ativa.

A avaliacdo de cada componente desta interacdo é fundamental para
conhecermos a doenga, em todas as suas apresentagdes, e atuarmos na prevengao
e tratamento de forma mais efetiva.

A formacéo de biobancos esta se tornando realidade nos centros médicos
maiores, desta forma coletando grande quantidade de dados moleculares de
ensaios gendmicos, proteOmicos e microbidmicos de pacientes com DIl. A partir
destes dados, espera-se que, em breve, assinaturas de cada aspecto analisado
possam ser comparadas com informacfes de fenétipo de subgrupos de pacientes,
possibilitando melhorar da sua classificacdo, oferecendo perspectivas de prever
evolucao clinica, selecionar a forma mais I6gica de tratamento e prever resultados.

Um tratamento realmente efetivo deve abordar todos os elementos
envolvidos.

Tendo em vista o fato de que a imunidade inata desempenha um papel
fundamental na DII, acreditamos que este possa ser o foco de novos tratamentos
num futuro préximo. Por fazer parte desta imunidade inata, acreditamos que as
defensinas e 0s genes que os codificam, incluindo a DEFB1, devam ser objeto de
interesse e pesquisa nestes proximos anos. A possibilidade de administrar
defensinas, produzidas em laboratorio, em ensaios clinicos em pacientes com DIl €

plausivel num futuro préximo.
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9. ANEXOS

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

Estudo do polimorfismo do gene DEFB1 em pacientes com doenca
inflamatdria intestinal e controles no sul do Brasil.

( ) Retocolite Ulcerativa ou ( ) Doenca de Crohn  ou () Grupo
Controle
Nome do
paciente:

Numero do paciente:

NUmero do prontuario:

Raca:

Data de nascimento: / /

Tipagem SNP DEFB1.:
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TERMO DE CONSENTIMENTO DOS PACIENTES

TITULO: Estudo do polimorfismo do gene DEFB1 em pacientes com doenca
inflamatdria intestinal e controles no sul do Brasil.

Nome:
NUmero do prontuario: Fone: Data:
INFORMACOES SOBRE A PESQUISA E OBJETIVO:

A doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa sdo doencas inflamatérias intestinais
cronicas de causa ainda desconhecida.

Devido ao forte componente imunologico das doencgas citadas, o objetivo deste
estudo sera fazer uma andlise da frequéncia dos genes DEFB1 em pacientes com
Doenca de Crohn e retocolite ulcerativa e comparar os resultados com individuos
sadios.

O estudo pretende, com esta comparacdo, saber mais sobre o funcionamento
genético da doenca, sendo de grande importancia, pois ainda ndo existem
pesquisas claras sobre o0 assunto.

METODO:

A coleta do exame é realizada por pun¢do venosa, como num simples exame de
sangue realizado de rotina. Apdés a coleta, a amostra de sangue é levada para o
Laboratério da Imunologia no préprio hospital, onde por técnicas laboratoriais, se
chega ao resultado desejado (a tipagem dos genes de cada individuo).

Tempo de permanéncia:
Este estudo ndo necessita de tempo de permanéncia. Basta coletar o sangue.

Todas as informacdes sobre a pesquisa estao disponiveis.

Os participantes podem aceitar, assim como se recusar a participar do estudo.
Também podem descontinuar a pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo ou
penalidade do seu atendimento na instituig&o.

Os participantes ndo recebem qualquer valor em dinheiro, mas terdo a garantia de
gue todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nao serao de sua
responsabilidade.
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CONFIDENCIALIDADE:

O nome do participante ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois sera
identificado com um namero.

RISCOS E DESCONFORTOS:

O estudo ndo apresenta riscos. O Unico desconforto é a coleta de sangue, como
num exame de rotina.

BENEFICIOS:

O beneficio do estudo seria ter mais conhecimento genético sobre a doenca de
Crohn e retocolite ulcerativa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, pelo presente
termo de compromisso compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a
que serei submetido. O termo que li, esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacado a qualquer momento, sem
justificar minha decis@o e que isso ndo afetara meu atendimento e tratamento. Sei
gue meu nome nao sera divulgado, que ndo terei despesas e nao receberei dinheiro
por participar do estudo.

Eu CONCORDO em fazer parte do estudo voluntariamente. Data:

Nome Legivel

Assinatura

Em caso de duvida, for favor ligar para Dr Timothy Wilson, pesquisador que
executara a técnica Fones: 33598020

Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua Ramiro Barcelos 2350- Servi¢co de
Imunologia
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TERMO DE CONSENTIMENTO DO GRUPO CONTROLE (REDOME)

REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS
DE MEDULA OSSEA — REDOME

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,
abaixo assinado(a) e acima qualificado(a), pelo presente instrumento CONSINTO
que os meus dados cadastrais, o resultado de minha tipificacdo HLA e os outros
resultados dos exames de histocompatibilidade / Imunogenética sejam incluidos no
REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA OSSEA -
REDOME, coordenado pelo Laboratério de Imunogenética do Instituto Nacional de
Cancer — INCA, do Ministério da Saude. A amostra coletada nesta ocasido podera
ser utilizada em possiveis testes genéticos futuros, desde que de maneira sigilosa.

Nesta data recebi as orientacdes sobre o que € o transplante de medula 6ssea e o
transplante de células precursoras e estou ciente de que:

O candidato a doador de medula Ossea e/ou tecidos hematopoéticos deve
encontrar-se em bom estado de saude.

Na oportunidade de ser selecionado, o doador devera passar por exames clinicos e
laboratoriais que atestem a inexisténcia de doenca, especialmente as
infectocontagiosas.

Na oportunidade de ser selecionado para doagdo de medula éssea, o doador
passara por internacdo hospitalar (hospital/dia) sendo necessario submeter-se a
procedimento sob anestesia geral para retirada de ndo mais que 10% de sua medula
0ssea. O procedimento consiste em pungéo glatea (4 a 8 pungdes). A medula 6ssea
do doador € espontaneamente restaurada em poucas semanas.

Na oportunidade de ser selecionado para doagdo de precursores hematopoéticos,
apos utilizar por via subcutdnea uma medicagdo estimulante de células
hematopoiéticas, o doador sera submetido a procedimento semelhante a doacao de
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sangue sendo este realizado em carater ambulatorial, ndo sendo para isso
necessarios os procedimentos mencionados no segundo item deste termo.

Os riscos para doadores de medula éssea e/ou tecidos hematopoéticos €
praticamente inexistente. Nos casos de doacdo de medula éssea, devido ao
procedimento de puncéo, € comum haver queixa de discreta dor no local da puncéo.

Tenho, também ciéncia do propoésito a que se destina o referido Registro e meu
cadastramento nele.

Proponho-me, assim, a ser um eventual doador de medula 6ssea ou de células
precursoras, sabendo que me € reservado o direito de deciséo final para doacéo,
mantendo-se a condicdo de sigilo acima especificada.

Porto Alegre, / /

Nome Legivel

Assinatura

Testemunhas:

Nome legivel: Assinatura:

Nome legivel: Assinatura:
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TERMO DE COMPROMISSO PARA USO DE DADOS INSTITUCIONAIS

JG

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
in Lottt °

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgéo

Termo de Compromisso para Utilizagcdo de Dados

Titulo do Projeto

Estudo do polimorfismo do gene DEFB1 em pacientes com
doenca inflamatdria intestinal e controles no sul do Brasil.

Cadastro no GPPG

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade
dos pacientes cujos dados serdo coletados em prontudrios e bases de dados do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas informagfes serdo utilizadas
Unica e exclusivamente para execucdo do presente projeto. As informacbes somente

poderédo ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, 15 de outubro de 2015

Nome dos Pesquisadores

Assinatura

Timothy John Wilson

Rafael Roesler

Luiz Fernando Jobim

Gilberto Schwartsmann

Mariana Jobim




