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RESUMO

A doenga de Crohn apresenta aspectos controversos e pouco compreendidos em relagdo a
sua etiopatogenia e a sua evolucao; o que torna dificil o manejo terapéutico desta doenca.
Nos ultimos anos os avancos da biologia molecular t€ém possibilitado novas descobertas, no
entanto, ainda existem muitas dividas em relacdo a sua etiopatogenia e a a¢do de diversos
mediadores inflamatorios. Objetivo: Avaliar a expressdo das citocinas pro-inflamatdrias
TNF-0, IL-1p e IL-8 em fragmentos de ileo terminal de pacientes portadores de doenga de
Crohn em uso de mesalazina e azatioprina e compara-los aos individuos normais.
Casuistica e Métodos: Foram selecionados 25 pacientes acompanhados no Ambulatorio de
Doenca Inflamatoria Intestinal do HC-UNICAMP, portadores de doenga de Crohn com
acometimento de ileo terminal, e que foram, de acordo com protocolos vigentes,
submetidos a colonoscopia de controle para avaliacao da doenga ou procedimento cirtrgico
para ressec¢do ou plastia do segmento doente. Foi obtida amostra de ileo terminal para
avaliacao dos mediadores inflamatorios acima citados, por meio de técnica de imunoblot.
Foram estudados sete pacientes que estavam em uso de mesalazina, nove que estavam em
uso de azatioprina, sendo comparados com 9 controles que ndo portadores de doenga
inflamatoria intestinal. Resultados: Nao foi encontrada diferenga na expressao do TNF-a
entre os trés grupos. Foi encontrada diferenga estatisticamente significativa quando
avaliadas as expressoes da IL1- e da IL-8. Os niveis de expressdo de IL-8 e de IL1-
foram maiores no grupo que estava em uso de azatioprina quando comparados aos grupos
Mesalazina e Controle (p < 0,05). Conclusdao: Os pacientes em uso de azatioprina
apresentam maior expressao de IL-8 e IL1- B que aqueles em uso de mesalazina e que os
controles. Isto poderia estar associado a acdo da mesalazina que diminui, especificamente a

ativacao destas interleucinas.
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ABSTRACT

Crohn’s disease is an inflammatory bowel disease that is not currently understood. Much
research is being carried out in order to comprehend its mechanisms of lesion and the
inflammatory mediators involved in this disease. New advances in molecular biology have
opened up new possibilities for further understanding this intricate pathology, yet, some

doubts remain.

Objective: To evaluate the expressions of TNF-a, IL-1B and IL-8 in terminal ileum
biopsies from patients with Crohn’s disease in treatment with mesalazine and azathioprine,

and compare these expressions.

Patients and Methods: 25 patients from the Inflammatory Bowel Disease Ambulatory
from the Clinic Hospital of the University of Campinas, who were submitted to
colonoscopy or ileal resection and plastic surgery, were randomly selected. Biopsies from
the terminal ileum were obtained and sent for imunoblotting analysis in order to determine
the expressions of the proteins studied. Seven of the patients were taking mesalazine, while
nine were on azathioprine and expressions were all compared to those of nine healthy

controls.

Results: No statistical difference was found between the expressions of TNF-a amongst the
three groups. In contrast, IL1- § and IL-8 were found in different levels of expression in the

group taking azathioprine when compared to the mesalazine group and control (p<0, 05).

Conclusion: Patients chronically taking azathioprine demonstrate higher levels of
expression of the inflammatory mediators, IL1- f and IL-8, in terminal ileum biopsies,
when compared to mesalazine treated and healthy counterparts. This effect could be due the
inhibition of these proteins’ expression induced by mesalazine, cooling down bowel’s

inflammatory activity back to normal.
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1.1- Consideracoes gerais

A doengca de Crohn (DC) foi descrita pela primeira vez em 1932,
(CROHN et al., 1932) mas ainda apresenta varios aspectos pouco conhecidos como, por
exemplo, os fatores etioldgicos desencadeantes do processo inflamatério cronico ou os
mecanismos responsaveis por um tipo de evolucdo com maior ou menor agressividade
(FERGUSSON,1994; ARDIZZONE et al., 1999). Por muito tempo, o tratamento foi
limitado ao uso de corticoesterdides, sulfassalazina e acido 5-aminossalicilico,
medicamentos utilizados em outras doengas e que tiveram seu uso adaptado as doengas
inflamatorias intestinais de forma empirica (FIOCCHI,1998; SANDS, 2000). Nos ultimos
anos, os avangos da biologia molecular e da genética tém contribuido muito para o
entendimento da sua patogenia, assim como dos distirbios imunoldgicos envolvidos nos
mecanismos de lesdo tecidual. Bidpsias dos locais afetados mostraram presenga de grande
quantidade de linfécitos e infiltrado neutrofilico, marcadores de processo inflamatorio em
atividade. (BRADESI et al., 2003; O’SULLIVAN et al., 2000). Além disso, ¢ cada vez
mais evidente a participacdo de citocinas modulando o processo inflamatdrio, e este
conhecimento tem o potencial de desvendar aspectos relacionados ao mecanismo de acao
dos medicamentos, tornando seu uso mais racional e principalmente, o desenvolvimento de
drogas especificas para a DC (TARGAN et al, 1997). Desta forma, tem sido cada vez mais
freqiiente o uso de imunossupressores e da terapia bioldgica no tratamento da DC na préatica
clinica (ARDIZZONE e PORRO, 2002; BEHM e BICKSTON, 2006; HANAUER et al.,
2006; SANDBORN et al., 2005).

1.2- Dados da literatura

A incidéncia e a prevaléncia da DC variam de acordo com a localizagdo
geografica. A prevaléncia varia de 10 a 100 casos por 100.000 habitantes e a incidéncia
varia de 0,08 a 7 por 100.000 habitantes. A incidéncia ¢ mais alta em paises como Estados
Unidos, Inglaterra, Escandinavia e Italia; intermediaria em paises do sul da Europa, Africa
do Sul, Australia e Nova Zelandia e baixa em paises da Asia e América do Sul

(BINDER et al.,1982; KURATA et al., 1992).

Introdugdo
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No Brasil ainda ndo existem numeros confidveis da incidéncia real, mas

acredita-se que ela seja maior nas regides Sul e Sudeste (DAMIAO et al., 2006).

Nos ultimos anos tem sido observado um aumento na incidéncia da doenca de
Crohn, relacionada tanto ao melhor reconhecimento da mesma como também a uma

elevagdo real da incidéncia sugerindo a influéncia de fatores ambientais ainda nao

identificados (KEIGHLEY et al, 1998).

A DC pode acometer individuos em qualquer faixa etdria mas tem maior
incidéncia dos 20 aos 40 anos ndo havendo variagdo entre os sexos (MUNKHOLM

etal., 1992).

1.2.1- Patogénese

Diversos sdo os fatores potencialmente envolvidos no desenvolvimento da DC.
Atualmente, o conceito mais aceito ¢ que o desenvolvimento do processo inflamatorio
cronico seja desencadeado por um antigeno infeccioso ou dietético, em individuo com
predisposicdo genética, modulado por fatores ambientais, psicossomaticos ou relacionados

a flora bacteriana intestinal (FERGUSSON, 1994).

1.2.1.1- Fatores ambientais

Estes fatores sdo de certa forma os mais dificeis de serem avaliados e
quantificados na evolugdo da DC. Acredita-se que exista influéncia do aleitamento
materno, contato com agentes microbianos, tabagismo, uso de medicagdes, fatores

dietéticos e estado emocional (KOUTROBAKIS et al., 1996).

1.2.1.2- Tabagismo

Na DC o consumo de cigarro tem efeito prejudicial causando piora do processo
inflamatorio e crises de atividade da doenga com maior freqiiéncia. O mecanismo através

do qual a nicotina ativa o processo inflamatério vem sendo elucidado in vitro

Introdugdo
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(FIOCCHLI, 1998). O efeito da nicotina esta associado a um efeito inibitorio da resposta Th2
(SOMMEVILLE, et al., 1984).

1.2.1.3- Disturbios emocionais

Alteragdes psicologicas como depressdo , transtornos de ansiedade e o stress
também estdo envolvidos na patogénese da DC. O stress tem demonstrado ser um fator de
desencadeamento e exacerbac¢do da doenca, principalmente o stress ocorrido por periodos

prolongados (MAWDSLEY e RAMPTON, 2005; LEVENSTEIN et al., 2000).

1.2.1.4- Agentes microbianos

Ainda ndo foram identificados agentes microbianos que estejam diretamente
relacionados com o desenvolvimento da DC. A infec¢do microbiana tem sido considerada
um componente importante em seu desenvolvimento, seja a presenga de microorganismos
invasores ou mesmo a presenga de bactérias que sao componentes da flora intestinal e que
podem por algum motivo desencadear a ativagdo do sistema imune e o inicio da doenca
(ARDIZZONE e PORRO, 2002). O aumento da permeabilidade intestinal parece ter
influéncia na patogénese da DC. Mesmo antes de desenvolver um grau importante de
inflamacao, no inicio da doenga, estes pacientes ja possuem alteragdo da permeabilidade
intestinal, favorecendo o contato com antigenos luminais; o que parece ser um fator
predisponente para o desenvolvimento da doenca (HOLLANDER et al., 1986). Com o
aumento do processo inflamatdério, ocorre um maior comprometimento da barreira
intestinal, possibilitando o aumento da estimulagao antigénica em individuos predispostos e
a ativacdo exacerbada do sistema imunologico, manifestada principalmente pela ativacao

de linfocitos B (FIOCCHI, 1998).

1.2.2- Componente genético

A importancia de aspectos genéticos na predisposi¢ao e acometimento pela DC,
torna-se evidente em funcdo da maior incidéncia desta doenga em judeus

(MAYBERRY et al., 1986), assim como entre pessoas da mesma familia se comparados
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com a populagdo em geral (WETERMAN e PENA, 1984). Mais recentemente com 0s
avancos nos estudos do genoma humano identificou-se o alelo NOD2/CARDIS
(HUGOT et al., 2001; OGURA et al.,, 2001; HAMPE et al., 2001) caracteristico da
ocorréncia da doenga principalmente com acometimento do ileo terminal
(ABREU et al., 2002 b). Esta mutacdo tem sido associada ao aumento da ativacdo do
NF-kB pelos lipopolissacarideos bacterianos. Vdrios estudos estio em andamento para
esclarecer as alteracdes genéticas envolvidas, atualmente sdo conhecidas alteragdes
cromossomicas associadas a DC que poderiam caracterizar fendtipos distintos

(DENISE et al., 2003; CHO, 2004; BUHNER et al., 2006).

1.2.3- Participagdo do sistema imune

No intestino, a primeira barreira de protecdo ¢ constituida pelas células
epiteliais que formam uma defesa relativamente impermeavel que ndo permite a passagem
de lipopolissacarides (LPS) nem bactérias, a menos que as mesmas sejam patogénicas e
invasivas. A barreira epitelial apresenta poucos receptores para LPS, sendo pouco
responsivas aos mesmos. Desta forma ocorre um controle da ativagdo da sinalizagdo
pré-inflamatoria. Como na doenga inflamatoria ocorre destruicdo deste epitélio de
revestimento; os antigenos t€ém maior acesso ao ‘“‘sistema imune mucoso’” na lamina propria

promovendo sua ativagao (ABREU et al., 2002 a).

As células apresentadoras de antigeno ativardo células T CD4 que iniciardo a
resposta inflamatoria. A via inflamatoria desencadeada depende do tipo de célula T ativada
e das citocinas liberadas neste processo de ativacdo. As células apresentadoras de antigeno
também desempenham papel importante uma vez que liberam citocinas que atuam
modulando o processo inflamatorio. As células Thl e Th2 s3o responsaveis pela ativagao

da resposta imune celular (FIOCCHI, 1998).

A 1IL-12 (derivada de macrofago) e a IL-18 (derivada de epitélio ¢ de
macrofago) desviam a ativacdo da resposta imune para ativagdo das células Thl que estao

presentes nos pacientes com doenga de Crohn. As citocinas Thl , sdo responsaveis pela

liberagdo de TNF-a, IFNy, IL-2 e IL-12. As células Th2 liberam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, e
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IL-13. Os dois tipos de resposta tém regulacao reciproca de forma que as citocinas de um
tipo de resposta atuam modulando o outro tipo. Como exemplo o IFNy (Thl) atua
suprimindo a resposta Th2; enquanto a IL-4, IL-10, IL-13 atuam inibindo a resposta Thl
(FIOCCHLI, 1998; ELSON, 2000).
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Figura 1- Controle do processo inflamatorio na lamina prépria de individuos normais.

Alguns antigenos conseguem atravessar o epitélio e se ligam a células APC causando a ativagdo de linfocitos
e a liberagdo de IFN-y, IL-12, IL-1B, TNF-a que suprimem a resposta Th2.
————— inibigdo

—» ativagdo

Vénula

L @

Figura 2- Ativagdo do sistema imune no intestino.
————— inibigdo

—»  ativagio
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Atualmente sabe-se que o principal mecanismo envolvido na DC ¢ uma
hiper-ativagdo da resposta Thl causando liberacdo de varios mediadores envolvidos na
destrui¢do celular. Existem dois mecanismos de controle da resposta inflamatdria das
células T na mucosa. Um primeiro baseado no equilibrio entre células T efetoras e
reguladoras de forma que as células T reguladoras podem atuar inibindo a ag¢do das células
T efetoras, através da producdo de IL-10 e TGF-f (POWRIE, 1995). E um segundo
mecanismo, através do qual as células T ativadas sofrem apoptose (BOIRIVANT et al.,
1999; INA et al., 1999). Na DC, as células T parecem estar resistentes a apoptose devido
ao aumento da concentracdo de IL-6. As IL-6 formam um complexo com seu receptor

soluvel e estimulam a cascata de genes que impedem a apoptose (ATREYA et al., 2000).

Virios trabalhos tém demonstrado que a expressdo das citocinas prd
inflamatorias estd aumentada na lamina propria de pacientes com doenga inflamatoria
intestinal. O TNF-a parece ser um mediador central na ativacdo da cascata inflamatoria na
doenca de Crohn (SHANAHAM, 2001; PLAYFORD e GHOSH, 2005). As interleucinas
IL-1B e o fator nuclear NF-kB também estdo aumentados nestes doentes
(MAHIDA et al., 1989; LIGUMSKY et al,1990). O aumento das citocinas
pré-inflamatorias na mucosa intestinal € um fator importante na patogénese desta doenga;
no entanto, o fator que desencadeia o aumento destas citocinas permanece desconhecido.
Acredita-se que fatores de transcricdo possam ser responsaveis pela hiper ativacdo da
transcri¢do de genes pr6 inflamatérios. Desta forma o NF-kP pode ser um dos fatores de
ativacao da transcricdo envolvido neste mecanismo (LENARDO e BALTIMORE, 1989;
BALDWIN, 1996).

Acao das citocinas estudadas:

1. TNF a: ¢ ativado no inicio da cascata inflamatoria . Atua promovendo a
liberagdo de citocinas das células epiteliais, auxiliando na lesdo da barreira epitelial e
iniciando a apoptose. O TNF ¢ capaz de induzir a expressdo de citocinas e de quimiocinas
assim como estimular a produgdo de substancias de adesdo tecidual. Exerce sua acdo
através da sua ligacdo a 2 receptores: TNFR1 e TNFR2 que estdo expressos em grande

quantidade de células (BAZZONI e BEUTLER 1996).
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Apesar das medicacdes com anticorpos anti -TNF terem se mostrado benéficas
tanto nas pesquisas com animais quanto no uso em humanos (BRAEGGER et al., 1992);
ainda ¢ controverso se os niveis de expressio do TNF-a estdo elevados no plasma ou

mesmo nas areas de lesdo tecidual dos pacientes com Crohn (DIONNE et al., 1997).

2. IL-1B: A IL-1 ¢ produzida nas formas de IL-1a e IL-1B, que se ligam ao
mesmo receptor na superficie das células e exercem funcdes semelhantes.
(DINARRELLO, 1991). Nos pacientes com doenga inflamatoria intestinal a expressdo de
IL-1 estd aumentada principalmente na lamina propria das células mononucleares
(YOUNGMAN et al.,1993). A IL-1 amplifica a resposta inflamatoria através da produgao
de varios agentes pro-inflamatorios e citocinas imunorreguladoras e estimula a produgdo de
fibroblastos, células da musculatura lisa e a sintese de colageno (DINARELLO e

WOLFF, 1993).

O equilibrio entre a IL-1 e seu antagonista (IL-1 receptor antagonist) pode ser
um dos mecanismos envolvidos na doenca. Este inibidor tem a capacidade de estabelecer a

homeostase diminuindo a inflamag¢ao (AREND, 1993).

3.1IL-8: atua na atracdo de neutrofilos e na ativacdo de células
polimorfonucleares. In vitro, a IL-8 ¢ secretada pelas células apicais do epitélio intestinal
em resposta a estimulagdo antigénica, assim como o TNF-a e a IL-1p (DAIG et al., 1996;

GRIMM et al., 1996).

O aumento das citocinas pro inflamatdrias também pode decorrer da produgao
de fatores da quimioataxia pela mucosa (leucotrieno B4 e IL8) ou da migra¢do destes
fatores provenientes do lumen (peptideos derivados de bactérias). Acreditava-se que esses
fatores fossem provenientes de células inflamatorias, no entanto alguns estudos
demonstraram que células epiteliais normais isoladas em cultura sdo capazes de produzir
IL-8. A secregdo de IL-8 (citocina quimiotaxica) parece existir naturalmente, mas aumenta
quando as células entram em contato com citocinas derivadas de macrofagos como o
TNF-a ou IL-1B. Também foi demonstrado que células de mucosa aparentemente normal
de DC ou RCUI secretam maior quantidade de IL-8 que células de pacientes sem doenga
inflamatoria sugerindo que a IL-8 ¢ uma citocina que ¢ liberada no inicio do processo

inflamatério (GRIMM et al.,1996).
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Os niveis de RNAm de IL-8 estdo aumentados na mucosa de pacientes com
doenga inflamatoria intestinal. O aumento da IL-8 na mucosa inflamada se correlaciona
diretamente com o grau de atividade da inflamag¢do, com a quantidade de neutrofilos

presentes € com os niveis teciduais de TNF-a e IL1- f (MAZZUCCHELI et al., 1994).

1.2.4- Tratamento clinico

O tratamento clinico da DC tem por objetivo diminuir ou suprimir o processo
inflamatorio, evitando a lesdo tecidual e promover sua regeneracdo. A escolha do
tratamento depende da localizacdo e da gravidade da inflamagdo, bem como da presenga de
manifestagdes extra-intestinais, sendo que as drogas mais utilizadas sdo os corticoides,

salicilatos, azatioprina, 6-mercaptopurina e os medicamentos biologicos.

a) Corticoide: Constitui importante medicacdo anti-inflamatdria e permanece
como medicac¢do de escolha nas crises de exacerbagdo. Seus efeitos ndo se restringem ao
trato gastrointestinal havendo conseqiiéncias importantes do seu uso a nivel sistémico.
Diminui a producdo das citocinas pro-inflamatoérias; IL-1, IL-6, IL-8 e a resposta Thl
causando diminuicdo de IL-2, IFN-y. Interfere também na resposta Th2 causando
diminui¢do de IL-4 e IL-5 (ANGELI et al.,1999), assim como na translocagdo para o
nucleo do NF-kB (BARNES, 1997). Os corticoesterdides interferem diretamente na fungao
leucocitaria, inibindo a quimiotaxia, a fagocitose e interferindo no metabolismo do acido
aracdonico e na producdo de prostaglandinas (BERNSTEIN et al., 1997). Podem ser
utilizados por via oral, endovenoso ou com agdo tdpica na forma de enemas. Quando a
medicacao ¢ utilizada por via oral ou endovenosa os efeitos sist€émicos sao mais intensos o

que dificulta o uso da droga por periodos mais longos.

b) Aminossalicilatos: Os aminossalicilatos atuam no metabolismo do acido
aracdonico inibindo a ciclooxigenase e as vias da 5-lipoxigenase. Estes agentes também
alteram a resposta imune diminuindo a produ¢do de anticorpos e a func¢do linfocitaria
(GRISHAM, 1994). Sao utilizados na forma de comprimidos de sulfassalazina ou de

mesalazina na tentativa de manter a doenga em remissao. A mesalazina (5-ASA) tem agao
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diferente da do acido salicilico; altas concentracdes de aminosalicilatos inibem a produgao
de prostaglandinas e prostaciclinas (LIGUMSKY et al., 1981; SHARON et al., 1978),
enquanto quantidades mais baixas estimulam a producdo de prostaglandinas e
prostaciclinas. Os derivados 5-ASA possuem efeitos anti-inflamatérios multiplos; inibem a
producao de IL-1 e TNF-a. Além disso, a sulfassalzina inibe a ligagdo do TNF-a no seu
receptor reduzindo a sinalizagdo da resposta inflamatéria. O 5-ASA ¢ também um
anti-oxidante e captador de radicais livres, algumas de suas acdes anti-inflamatdrias
ocorrem através da inibicdo da transcricdio do NF-kB (THIELE et al.,, 1999;
SCHEIBER et al.,1998; ROGLER, et al., 1998).

¢) Imunossupressores: Entre os imunossupressores, o mais utilizado no
tratamento da DC ¢é a azatioprina (AZA) e seu metabdlito ativo 6-mercaptopurina,
utilizados em pacientes que possuem doenga de dificil controle e que sdo resistentes ou
dependentes do uso cronico de corticoesterdides. O mecanismo exato da acdo da
azatioprina ainda ndo ¢ conhecido; no entanto sabe-se que a 6-tioguanina ¢ a substancia
responsavel pelas acgdes desta droga. O acimulo intracelular dos nucleotideos de
6-tioguanina causam inibi¢do das vias de metabolizagdo das purinas e da sintese e reparo de
DNA inibindo a divisdo celular e a proliferagio (LENNARD, 1992). O acumulo de um
metabolito intermediario causa inibicdo do reconhecimento antigénico dos linfocitos,
inibindo a reagdo leucocitaria e a toxicidade das células Natural-killer (NK)
(SZAWLOWSKI, et al., 1985; ELION, 1977, CAMPBELL et al., 1976). Ocorre também
diminui¢do das células plasmaticas na lamina propria e na contagem periférica de
leucoécitos; a azatioprina possui atividade anti-inflamatoria inibindo a célula T citotoxica e

a célula NK.

d) Anti TNF-a: O infliximabe foi o primeiro anticorpo monoclonal IgG1 anti
TNF- a que tem sido utilizado com maior freqiiéncia em casos de DC com resultados
clinicos e endoscopicos muito favoraveis (HANAUER et al., 2002). O infliximabe se liga
ao TNF livre e ao TNF transmembrana impedindo a ligagdo do TNF ao seu receptor. O
TNF ¢ uma citocina central tanto na via inflamatdria quanto na via de proliferacao celular.
Monocitos e macréfagos sdo as principais fontes de liberagdo de TNF enquanto os

linfécitos T e os mondcitos expressam TNF transmembrana. A agdo do TNF ocorre através
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da ligacdo do TNF livre aos seus receptores transmembrana. Os receptores ativados
desencadeiam a ativagdo do NF-kB no citoplasma gerando a transcricdo de varios genes
pré-inflamatorios (BEGG e BALTIMORE, 1986). O infliximabe se liga com alta afinidade
aos receptores de TNF livres e transmembrana neutralizando seus efeitos. O TNF, incapaz
de se ligar ao seu receptor, permanece livre em maiores concentragdes no plasma, o que
diminui a resposta Thl, a producdo de citocinas e de fosfolipase A2. Além disso, o
infliximabe parece se ligar aos receptores em mondcitos causando ativacdo das caspases 8§,

9 e 3 promovendo a apoptose (LUGERING, et al., 2001).

Considerando estes dados em relagdo ao tratamento clinico e sabendo que a
mesalazina e a azatioprina sdo medicagdes que embora muito utilizadas na pratica clinica
ndo existem trabalhos correlacionando o seu uso e o efeito sobre as citocinas em pacientes;
objetivamos realizar um trabalho no qual realizdssemos a dosagem das citocinas TNF-aq,

IL-1pB e IL-8 em pacientes com DC em uso destas medicacdes.
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2- OBJETIVOS

27



1. Avaliar as expressdes das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-13 e IL-8

em fragmentos de ileo terminal de pacientes com diagndstico de doenca de Crohn.

2. Comparar niveis teciduais destas citocinas em individuos controle e

pacientes tratados com mesalazina ou azatioprina.
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3.1- Casuistica
3.1.1- Populagao de referéncia

Participou deste estudo a populagdo de pacientes atendida no Ambulatorio de
Doenca Inflamatoria Intestinal “Dr. Ricardo Goes” — GASTROCENTRO - UNICAMP,
portadores de doenca inflamatoria intestinal no periodo compreendido entre fevereiro de

2005 e marco de 2007.

3.1.2- Populagdo de estudo

Pacientes portadores de DC com acometimento ileal.

3.1.3- Critérios de exclusao:

Foram excluidos os doentes que estavam em uso de outras medicagdes que
poderiam interferir sobre os mediadores inflamatérios estudados, como por exemplo a

prednisona, infliximabe ou adalimumabe.

3.1.4- Populagdo de participantes

Participaram deste estudo, 16 pacientes portadores de doenga de Crohn com
acometimento ileal, sendo sete em uso de mesalazina (Grupo 1) e nove em uso de
azatioprina (Grupo 2) e o grupo controle constituido por nove individuos, submetidos a
colonoscopia no Gastrocentro — UNICAMP ou a tratamento cirargico (fechamento de

ileostomia) por outros motivos que ndo a doenga inflamatoéria intestinal.

Os pacientes do Grupo 1, apresentavam média de idade de 42,42 (28 - 75)anos,

com predominio do sexo feminino (71%).

Os pacientes do Grupo 2, apresentavam média de idade de 38,22 (25 - 48) anos,

66,6% corresponderam ao sexo masculino.
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No grupo controle, 56% eram do sexo masculino, com média de idade de 57,8

(42 - 76) anos.

No Grupo 1, todos os fragmentos de ileo foram obtidos de espécimes
cirargicos. Nos grupos 2 e controle, os fragmentos foram obtidos a partir de pecas

operatorios em trés casos, € de biopsias endoscopicas em outros seis de cada grupo.

3.2- Metodologia

Foram selecionados dois Grupos de pacientes; um primeiro grupo de sete
pacientes com forma de doenga mais atenuada e que permaneciam em tratamento exclusivo
com mesalazina, denominado Grupo 1 (Anexo 1); e um segundo grupo, de nove doentes,
que sdo portadores de uma forma de doenga um pouco mais agressiva € que permaneciam
em uso de azatioprina, Grupo 2 (Anexo 2). Como Grupo Controle foram utilizados
pacientes nao portadores doenca inflamatoria e que foram submetidos a colonoscopia com

biopsia ou cirurgia por outra razao (Anexo 3).

Os pacientes foram submetidos a colonoscopia no Servico de Colonoscopia
(GASTROCENTRO — UNICAMP) para avaliagdo do grau de atividade da doenca. Foi
seguida a rotina deste Servi¢o, sendo realizado preparo de colon com Bisacodil e Manitol
na véspera do exame e para a realiza¢ao do procedimento foram submetidos a sedacdo com
Midazolan. Durante o exame foram coletados 04 fragmentos de ileo terminal utilizados
para avaliar a expressdo das citocinas e 02 fragmentos que foram enviados para estudo
anatomo patologico para avaliar o grau de atividade da doenca (Anexo 4). Foram utilizados
videocolonoscopios das marcas Fujinon® e Olympus®. Os pacientes submetidos ao
tratamento cirtirgico no Hospital das Clinicas da UNICAMP, seja por estenose ou fistula,
tiveram também 6 fragmentos de mucosa da peca cirirgica coletados para inclusdo neste

trabalho.
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Figura 3- Peca cirargica de pacientes em uso de mesalazina submetidos a cirurgia de

ressecgao.

Figura 4- Fotos de colonoscopias de pacientes em uso de azatioprina.

3.2.1- Anticorpos, reagentes quimicos € materiais

Os reagentes e aparelhos para realizagio de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad
(Richmond, CA). Metano hidroximetilamina (TRIS), fenil-metilsufonilfluoreto (PSMF),

aprotinina e ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, e glicerol foram fornecidos pela
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Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). A membrana de nitrocelulose (BAS8S, 0.2um) e
a proteina A Sepharose 6 MB foram obtidas da Amersham (Aylesbury, UK). Os anticorpos
anti-IL-18 (sc-1252, goat polyclonal), anti-IL-8 (sc-7922, goat polyclonal), anti-TNF-a
(sc-1347, goat polyclonal), foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (CA, USA). O
marcador de peso molecular foi o PageRulerTM da Fermentas (MD, USA). Os reagentes

para a rea¢do de quimioluminescéncia foram da SuperSignal® (Rockford).

3.2.2- Solugdes utilizadas

» Tampao de extragdo A: utilizado para a extragdo das proteinas celulares dos
tecidos estudados, contém: Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano)
100mM, SDS (dodecil sulfato de sodio) 10%, EDTA (Acido etileno-diamino
tetracético) 10mM, fluoreto de sédio 100mM, pirofosfato de s6dio 10mM,
ortovanadato de s6dio 10mM. O ortovanadato foi colocado no momento de

utilizacao do tampao.

* Solugdo tampao de extragdo B, para imunoprecipitagdo: utilizada para a
extracdo de proteinas celulares dos tecidos estudados, que sdo posteriormente
imunoprecipitadas. Contém: Trisma base 100mM, EDTA 10mM, pirofosfato
de sodio 10 mM, fluoreto de sodio 100mM, ortovanadato de sodio 10mM,
PMSF 2 mM (diluido em dlcool etilico), Triton X-100 1% e 0,Img/ml de
aprotinina. A solucdo foi mantida a 4°C, sendo que o ortovanadato, o PMSF e

a aprotinina foram acrescidos no momento do uso.

* Tampao de Laemmli (5X): usado para estocar o material extraido e sua
posterior aplicacio no gel de poliacrilamida para eletrofororese
(SDS-PAGE), contém: azul de bromofenol 0,1%, fosfato de s6dio 1M pH
7,0, glicerol 50% e SDS 10%.

* Solucdo tampao utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE): contém: Trisma base 200mM, glicina 1,52M, EDTA 7,18mM
e SDS 0,4%. Para uso,a solugao ¢ diluida 1:4.
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Solu¢do tampao para transferéncia: empregada para a transferéncia das
proteinas separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose,
contém: Trisma base 25mM, glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02%
para facilitar a diluicdo de proteinas de alto peso molecular. Mantida

estocada a 4°C.

Solug¢do tampdo para SDS-PAGE — Gel de resolugdo (resolving): tampao
composto de EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM, com pH ajustado

para 8,9 com 4acido cloridrico.

Solugdo tampao para SDS-PAGE — Gel da fase de empilhamento (stacking)
das proteinas: contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 50mM, com pH

ajustado para 6,7 com acido fosforico.

Solugdo basal: solugdo bésica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apods transferéncia das proteinas, contém: Cloreto de sodio

150 mM, Trisma base 10 mM, Tween 20 0,02%.

Solucdo bloqueadora: albumina 5% e azida sodica 0,02%, dissolvidos em

solucdo basal para as citocinas IL-18, IL-8, TNF-a .

* Solucdo para anticorpos: solu¢do contendo anticorpos especificos que
identificam as proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose.
Contém 3% de leite em p6 desnatado e azida sédica 0,02%, diluidos em

solucdo basal.

A albumina 5% utilizada foi de origem bovina.

3.2.3- Extracao de tecidos e imunoblot

Fragmentos obtidos a partir de biopsias endoscopicas ou biopsias de pecas
cirargicas de pacientes com doenca de Crohn foram congelados em nitrogénio liquido, e

armazenados a -80°C, no Laboratorio de Sinaliza¢do Celular - FCM UNICAMP, para
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posterior homogeneizacdo em tampao de imunoprecipitado contendo 1% de Triton X 100,
100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de s6dio, 100mM de fluoreto de sddio,
10mM de EDTA, 10mM de vanadato de s6dio, 2mM de PMSF e 0,1mg/ml de aprotinina a
4°C, com Polytron PTA 20S em velocidade méxima por 30 segundos (modelo PT 10/35;
Brinkmann Instruments, Westbury, NY).

O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11.000 rpm por 20 minutos a 4°C.

No sobrenadante foi determinada a concentracdo de proteina utilizando o
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e posteriormente preparou-se amostra contendo
125ng de proteina total para ser utilizado nos experimentos de imunoblot e separagdo por
SDS-PAGE. As amostras foram diluidas em tampao de Laemmli, contendo 100mmol/L de
DTT. Ap6s répida fervura, foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separagdo por
eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, em aparelho de transferéncia da BIO-RAD. As membranas de
nitrocelulose foram incubadas “overnight” com 10ul de anticorpo especifico (anti-IL-18,
anti-IL-8 ou anti-TNF- a) . A ligacdo do anticorpo a proteinas ndo-especificas foi
minimizada pela pré-incuba¢do da membrana de nitrocelulose com tampao de bloqueio

(albumina 5%) por 90 minutos (VELLOSO et al., 1996; ARAUJO et al., 2005).

Figura 5- Aplicacdo das proteinas em gel de poliacrilamida
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Figura 6- Eletroforese das proteinas utilizando fonte elétrica

3.2.4- Determinac¢ao das bandas

Ap6s incubacdo com anticorpo primario especifico, foi realizada incubagdo
com anticorpo secundario, que possui em sua por¢do Fc uma peroxidase, que ¢ uma enzima
que se ligard ao reagente da reagdo de quimioluminescéncia que contém luminol,
produzindo luz, que serd captada através de auto-radiografia. O sinal foi detectado por meio
de reagdo de quimioluminescéncia (SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate

from Pierce Biothecnology, Inc. Rockford).

Figura 7- Bandas protéicas auto-radiografadas
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3.2.5- Apresentacdo dos dados e analise estatistica

Os resultados sdo apresentados em unidades arbitrarias, como comparagdes das
bandas protéicas auto-radiografadas. Foi realizada a quantifica¢do através de densitometria
usando o programa “Gel Pro Analyzer 3.1” (Exon-Intron Inc, Farrell MD). Os resultados
foram notificados como média, com variagdo do erro padrao. As médias foram calculadas a
partir do Grupo Controle que foi considerado com o valor arbitrario de 100. Foi utilizada
analise de varidncia (Anova), seguida por andlise de significancia (Teste de

Tukey-Kramer). O nivel de significancia adotado foi p<0,05.

3.2.6- Grau de atividade da doenca

Para a classificacdo do grau de atividade da doenca dos pacientes foi utilizado o
indice de Harvey-Bradshaw (HBI), em que valores numéricos sdo atribuidos as seguintes
variaveis: bem estar, dor abdominal, nimero de evacuagdes liquidas, a presenca de
tumoragdo abdominal e a presenca de outras complicagcdes. Foi considerado para esta
avaliacdo o periodo pré-operatério imediato nos pacientes submetidos a cirurgia,
empregando-se 0 mesmo por ocasido da endoscopia nos pacientes submetidos a este

procedimento (Anexo 5).

Indice de Harvey-Bradshaw:

ITENS Escores

1. Bem estar 0= muito bem, 1=ndo muito bem,

2= mal, 3= muito mal

2. Dor Abdominal 0= nenhuma, 1=moderada,
3= intensa

3. Numero de evacuagdes liquidas por dia No. de evacuagdes liquidas / dia

4. Tumoragdo abdominal 0= nenhuma, 1= duvidosa,

2= palpavel, 3= palpavel e tensa

5. Complicagdes Artralgia, uveite, eritema nodoso,
estomatite, fissura anal, fistula,

abscesso
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3.3- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp , registrado sob n°.526/2005 (Anexo 8). Todos

os participantes assinaram o termo de consentimento informado (Anexo 7).

Casuistica e Métodos
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4- RESULTADOS
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4.1- Sexo e idade

A analise da variavel categorica sexo entre os grupos nao demonstrou diferenca
estatisticamente significante. Com relagdo a idade ndo se observou diferengas entre os
Grupos 1 e 2 porém a idade no Grupo Controle foi maior em relagdo aos Grupos 1 e 2

(p< 0,05 ANOVA).

4.2- indice de Harvey-Bradshaw

Quanto ao calculo do indice de Harvey Bradshaw (Anexo 5) os doentes do
Grupo 1 apresentaram indice médio de 12,8 variando de 8 a 21, enquanto que no Grupo 2, o

valor médio foi de 6,4 variandode 1 a 13 (p=0,0147) .

4.3- TNF-a

Nao houve diferenga na expressdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a, na

mucosa ileal entre os Grupos 1 e 2 (p > 0,05). De modo semelhante, a expressao de TNF-a

no Grupo Controle ndo evidenciou diferenga significante quando comparada com os

Grupos 1 e 2 (Figura 8).

momk o
ER- T

130

T ]
a8

HIFRAERDS AREITRARIOS

N I R

MESALAZINA AZATIOPRINA CONTROLE

Figura 8- Determinacdo da expressdo do TNF-a nos Grupos 1, 2 e Controle.

*p< 0,05 vs mesalazina e #p<0,05 vs controle
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4.4- Expressio da interleucina IL1-p

Os niveis de interleucina IL1-f no Grupo 2 foram estatisticamente maiores de
forma significativa em relagcdo os Grupos 1 (p<0,001) e Controle (p<0,001), ndo havendo

diferencas significativas entre esses ultimos (p>0,05), (Figura 9).

HUMERDS AREITRARIOS

MESALAZINA  AZATIOPRINA  CONTROLE

Figura 9- Determinacao da expressao da IL-1P nos Grupos 1,2 e Controle.

*p< 0,05 vs mesalazina e #p<0,05 vs Controle

4.5- Expressao da IL-8

A expressao da IL-8 no Grupo 2 foi estatisticamente maior de forma
significativa em relacdo aos Grupos 1 (p<0,05) e Controle (p<0,01), ndo havendo

diferengas significativas entre esses ultimos (p>0,05), (Figura 10).
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Figura 10- Determinagao da expressao da IL-8 nos grupos 1,2 e Controle.

*p< 0,05 vs mesalazina e #p<0,05 vs Controle
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A persisténcia do processo inflamatorio na DC esta associado a expressao
aumentada de citocinas inflamatérias, sem a contra-regulacdo de fatores anti-inflamatorios.
O melhor conhecimento dos mecanismos inflamatdrios torna-se importante para a
compreensdo adequada da complexa interacdo existente entre diferentes substincias
expressas por células do sistema imune. A dosagem destas substancias a partir de amostras
teciduais ¢ relevante, pois permite avaliar o padrdo da ativacdo de citocinas inflamatorias
liberadas principalmente a partir células mononucleares da mucosa intestinal em diferentes
condigdes, como por exemplo, o emprego de terapias distintas. Diferengas no padrao de
ativacdo de citocinas inflamatorias poderiam se correlacionar com a resposta terapéutica ou

acao de diferentes medicamentos (PAPADAKIS KA, TARGAN, 1997).

O tratamento clinico das doengas inflamatodrias intestinais apresenta alteragdes
nos ultimos anos em fun¢ao do conhecimento da historia natural da doenca (ELSON, 2000)
e do desenvolvimento de medicamentos bioldgicos (SIEGEL et al, 1995;
VAN DULLEMEN et al., 1995). Além disso, o emprego cada vez mais freqiiente de
imunossupressores como a azatioprina e 6-mercaptopurina, possibilita melhora clinica
prolongada, além do fechamento de fistulas perineais (TRAVIS et al, 2006). Assim torna-se
interessante avaliar a correlacdo entre a expressdo de citocinas teciduais em fungdo da

terapéutica empregada.

Os aminosalicilatos, sendo a sulfassalazina e mesalazina as mais utilizadas e
conhecidas em nosso meio, sdo efetivos no tratamento da RCUI e DC. Inibem a producdo
de TNF-a e IL1-8 (COMINELLI e DINARELLO,1992; RACHMILEWITZ et al 1992),
além de ligarem-se ao receptor de TNF-a bloqueando sua agao (SANAHAN et al., 1990).

O mecanismo de agdo da azatioprina e seu metabolito 6-mercaptopurina ocorre
através da inibi¢do de vias metabdlicas das purinas e sintese de DNA (LENNARD, 1992) e
apoptose de linfocitos (TIEDE et al., 2003), porém sua agdo na expressdo de citocinas na

DC nio ¢é totalmente conhecido.

As interleucinas TNF-o, IL1-8 e IL-8 e encontram-se aumentadas na mucosa
ileal e colorretal em portadores de DC (MAHIDA et al., 1989, REINECKER et al 1993,
DAIG et al., 1996).
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TNF-a ¢ considerada citocina polarizante, pois ¢ liberada por células
apresentadoras de antigenos, induzindo a diferenciagdo de linfocitos T CD4+ em Th 1,
exercendo varias agdes como indugdo de expressdo de citocinas, apoptose e lesdo epitelial,
além de producdo de moléculas de adesdo por células endoteliais (GUY et al., 1998;

ABREU et al., 1995; YANG et al., 1997).

O papel do TNF-a no inicio do processo inflamatorio e a resposta clinica ao
emprego dos medicamentos com acdo anti TNF-a constataram a importancia da mesma na
etiopatogenia da DC. Entretanto, estudos clinicos avaliando niveis séricos e teciduais de
TNF-0, sdao controversos (BRAEGGER et al., 1992; NICHOLLS et al., 1993.
Este aspecto contraditério poderia ser explicado pela presenca de macrofagos em menor
nimero na lamina propria, assim como da intensidade do processo inflamatdrio por ocasido
daquela avaliagdo. Neste estudo, a expressao tecidual de TNF-a ndo evidenciou diferencas
entre os grupos, achado este em conformidade com relatos da literatura

(DIONNE et al., 1997).

IL1-B € potente citocina pro-inflamatdria exercendo importante papel na
inducdo e amplificagdo da resposta inflamatoria, sendo produzida por macrofagos,
monocitos, fibroblastos e células endoteliais. Evidenciaram-se niveis mais elevados de
IL1-B em mucosa de coélon e ileo de portadores de DC em relagdo aos controles,
considerando que a maior producdo desta citocina ocorreria em fungdo da ativacdo de
macrofagos (DINARELO,1996; MAHIDA et al., 1989). No estudo destes autores, todos os
pacientes encontravam-se em uso de corticodides, e de forma interessante, este medicamento
ndo diminuiu a expressao desta citocina. Resultados semelhantes foram obtidos por
YOUNGMAN et al.,, 1993 e REINECKER et al.,, 1993, constatando niveis teciduais
elevados de IL1-B. Estes correlacionaram a expressdo tecidual de IL1-B com a lesdo
tecidual e consideraram que sua determinagdo pode ser um método 1util para avaliar a
intensidade da lesdo tecidual. A mesalazina exerce sua agdo em parte inibindo a IL1- 3,
enquanto que o mecanismo em relacdo a secre¢do desta interleucina pela azatioprina nao
estd bem elucidado. Na presente casuistica, os dados obtidos corroboram este fato, pois os
niveis teciduais de IL1-B foram maiores no Grupo 2 em relagdo ao Grupo 1, ndo ocorrendo

diferencas deste em relacdo ao controle. Porém este achado nao esteve relacionado ao
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melhor controle do processo inflamatorio por este medicamento, evidenciado por valores

mais elevados do indice de Harvey-Bradshaw e necessidade de tratamento cirtrgico.

A IL-8 induz a quimiotaxia de neutrofilos, sendo produzida por células
epiteliais a partir de estimulo antigénico ¢ acdo de TNF-a e IL1-B (ECKMAN et al., 1993).
DAIG et al. (1996) constataram niveis teciduais de citocinas pro-inflamatorias mais
elevados em portadores de DC em relagdo a RCUI e controles em fragmentos ndo
inflamados, constatando a presenca de processo inflamatério latente. Deve-se considerar
também que a producdo de citocinas inflamatérias em segmentos intestinais
endoscopicamente normais de portadores de doenca inflamatoria intestinal tende a ser
elevado em relacdo a mucosa normal (LEAL et al., 2006 ¢ 2007), porém em niveis
inferiores aos segmentos acometidos (REINECKER et al., 1993). Porém Mitsuyama et al
(1994) comprovaram que a maior expressao de IL-8 esta relacionada com a intensidade do
processo inflamatdrio na mucosa, assim como niveis teciduais mais elevados de TNF-a e
IL1-B. Neste estudo, a expressao de IL-8 foi maior no Grupo 2 em relagdo aos Grupos 1 e
Controle, correlacionando-se com niveis mais altos de IL1-B no Grupo 2. Este achado
permitiria constatar a caracteristica de que o emprego de azatioprina interferiu pouco na

expressao de IL1-6 e IL-8.

Nesta casuistica, os pacientes do Grupo 1 apresentaram valores mais altos do
indice de Harvey-Bradshaw, pois se encontravam na véspera do procedimento cirurgico.
Porém este achado ndo se correlacionou com a expressao de TNF-o, IL1- B e IL-8. No
Grupo 2, os valores altos de IL1-B e IL-8 podem ser secundarios ao fato da azatioprina
pouco interferir na expressdo destas citocinas, assim como, traduzir uma forma mais
agressiva de DC. De fato, o uso de azatioprina tem sido preconizado para as apresentagoes
mais graves e niveis tissulares altos de TNF-a e IL1-8 em periodos de remissdo, identifica

fator de risco para recidiva (SCHEIBER et al., 1999).

Os dados obtidos neste trabalho evidenciam que a expressao tissular de IL1-B e
IL-8 ¢ inibida pela acdo da mesalazina, porém estes pacientes encontravam-se em fase de
maior atividade da doenca, assim como de lesdo tissular, sugerindo que outras vias

inflamatorias mais importantes para a manuten¢ao inflamatdria permanecam em atividade.
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6- CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos, demonstrou-se que:

1. A expressio do TNF-a na mucosa ileal foi semelhante nos trés grupos

(1, 2 e Controle).

2. As expressoes da IL1-B e IL-8 foram maiores no Grupo 2 quando

comparadas aos Grupos 1 e Controle.

Conclusdo
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GRUPO I - MESALAZINA

ANEXO 1

PACIENTE IDADE | SEXO | OBSERVACOES
CFES 47 F | MESALAZINA
FENITOINA
AMIODARONA
B.F. 39 F | MESALAZINA
F.B 75 M | MESALAZINA
OPERADO POR SUBOCLUSAO
OSR. 34 F | TEMPO DE ISQUEMIA DE 2 HS
MESALAZINA
CORTICOIDE SUSPENSO HA 30 DIAS
S.M.A. 41 F | MESALAZINA
CIPROFLOXACINO E METRONIDAZOL
AAF. 28 F MESALAZINA
RA.T. 33 M | MESALAZINA

CIPROFLOXACINO E METRONIDAZOL
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ANEXO 2

Grupo II — Azatioprina

PACIENTE IDADE | SEXO | OBSERVACOES

C.AS. 43 M AZATIOPRINA 100mg
J.R.B. 45 M AZATIOPRINA 100mg
AMF. 31 M AZATIOPRINA 100mg

BX COLONO

CF.S 48 F AZATIOPRINA 150 mg
E.M.O. 29 M AZATIOPRINA 150mg
S.G.D. 36 F AZATIOPRINA 150mg
JJAM. 30 M AZATIOPRINA 150mg
C.N. 25 M AZATIOPRINA 150mg
C.M.F. 57 F AZATIOPRINA 100mg
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Grupo Controle

ANEXO 3

PACIENTE IDADE SEXO
LL.C. 76 F
O.M.R. 68 F
K.K. 75 F
M.P. 50 F
R.A. 47 M
S.AB 52 M
MR.P. 42 F
J.S. 63

AS. 48
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ANEXO 4

ANATOMO PATOLOGICO

NOME RESULTADO DO EXAME ANATOMO PATOLOGICO

CE.S Processo inflamatério cronico ulcerativo com exuberante tecido de
granulacdo e edema

B.F. Processo inflamatério cronico ulcerativo rico em eosindfilos com
multiplos granulomas

F.B Doenca de Crohn em atividade com areas de ulceracdo

O.SR. Doenca de Crohn em atividade com areas de ulceracdo e fibrose

S.M.A. Doenca de Crohn fistulizante em ileo

AAF. Doenca de Crohn em ileo em atividade com extensa erosdo de mucosa e
fibrose difusa da parede com estenose

RA.T EDEMA- Enterite cronica erosiva moderada com hiperplasia linféide
transmural associada
ULCERA- Processo inflamatério cronico ulcerativo atingindo muscular
propria com exsudato fibrino-purulento e hiperplasia linféide associada
(auséncia de epitélio glandular na ulceragdo)

C.AS. Doenca de Crohn em atividade com areas de ulceracdo e fibrose

J.R.B. Processo inflamatério cronico ulcerativo

AM.F. Ileite cronica inespecifica leve em atividade com hiperplasia linféide
reacional

CEFES fleite cronica inespecifica leve com atividade discreta

E.M.O. Colite cronica inespecifica leve

S.G.D. Tleite cronica inespecifica leve
Atividade leve/moderada

JLAM fleite cronica inespecifica leve sem atividade da doenga

C.N. fleite cronica inespecifica leve

C.M.F. Ileite cronica erosiva de leve intensidade
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ANEXO 5

INDICE DE HARVEY BRADSHAW

Nome Indice Bem Estar Dor No. Evac. Tumoragio Complicagdes
Oa4) abdominal Lig/dia Abdominal 1 por item
0a3) 0al)
CES 10 Colica 2 2xdia 1 Eritema
3 nodoso, fistula
2
B.F.I 21 3 Colicas 12x ao Em fid Febre
Diarréia e dia
colica 3 liquidas 2 1
F.B 11 Vomitos e Célicas 3 2 xdia Em fid Estenose
colic. 2
3 1
O.S.R 8 Cdlica Colica 2xdia Em fid
2 2 2
A.AF 15 Colica Colica 10xdia 0 Dor articular
2 2 1
S.M.A. 12 Célicas Dor la?2 Plastrdo em fid Estenose
4 abdominal vezes ao 2 1
freq dia
3
R.A.T. 13 Dor, diarréia Dor la2 Plastrao fid Febre abcesso
4 abdominal vezes ao 2 2
3 dia
C.AS. 13 Colica Célica 2 S5xdia 2 Abcesso
emagri. 1
3
J.R.B. 1 Bem Sem s/ diarréia s/ plastrao 0
0 coélicas
1
AMF. 6 Célica 2xdia Sem plastrdo Dor articular
2 1 1
Dist.
C.ES. 10 2 Colica 6xdia Sem plastrao 0
1
E.M.O. 8 Regular Colica 2xdia Fistula 0
3 2
S.G.D. 4 Bem Sem cdlica 2xdia Sem plastrao 0
1 1
JLAM. 1 Otimo Sem dor 1 evac Sem plastrao 0
0 0 (s/
diarréia)
C.N. 2 Otimo Sem dor 2xdia Sem plastrao 0
0 0
CMF. 13 2 Célica 8xdia Sem plastrdo Fistula
2 1
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ANEXO 6

Questionario de Inclusiao

Nome: Data de Nascimento:
Telefone: Idade:
Tempo de doenga: meses, anos

Sintomas:

Colicas, sugestivo de suboclusao [
Diarréia [

Perda de peso [1 , kgs

Fistulas entero-cutineas [
Fistulas perineais [

Doenga restrita ao delgado [
Delgado e célon [

Delgado e perineo L[]

Manifestagdes extra-intestinais:
Dor articular [
Manifestacdes cutineas [

Outras

Medicacdo em uso — tempo de uso:
Sulfassalazina [
Mesalazina O
Prednisona U

Infliximab |

Exames laboratorias
- albumina

- VHS
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ANEXO 7
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu ... (nome do paciente) estou ciente de estar participando de
trabalho/pesquisa que objetiva auxiliar no entendimento dos mecanismos da Doenca de
Crohn (da qual sou portador). Fui informado de que minha participacao neste trabalho nao
mudaré as condutas que serdo tomadas em relacdo a minha doenca — o tratamento serd o
mesmo independentemente de eu estar ou ndo colaborando para este trabalho. Estou ciente,
também de ndo existirem riscos adicionais por estar participando desta pesquisa uma vez
que eu ja teria que ser submetido aos procedimentos de colonoscopia ou cirurgia como

forma de acompanhamento e tratamento da minha doenca

Autorizo e concordo, caso seja submetido a colonoscopia, que sejam colhidas bidpsias de
ileo terminal e enviadas para este estudo e que seja colhida amostra de sangue periférico.
Caso seja submetido a cirurgia concordo que fragmentos de mucosa do segmento de
intestino ressecado sejam enviados para o estudo. Estou ciente de que este material
coletado ficard armazenado em freezer a -80°C no laboratério de Biologia Molecular —
FCM sob responsabilidade da Dra Ana Paula Paiva Moreira por periodo de até 5 anos e

que podera eventualmente ser utilizado para outra pesquisa apés minha autorizagao.

Me prontifico a fornecer informacgdes clinicas sobre meu estado geral e a evolucdo da
minha doenca , caso seja necessario; sabendo que estas informacdes serdo mantidas em

sigilo e utilizadas somente para realizacdo desta pesquisa.

Data

Assinatura do paciente

Assinatura do médico responsdvel

Qualquer duvida existente podera ser esclarecida pela médica responsével pela pesquisa —
Dra Ana Paula Paiva Moreira telefone 9999999 ou pelo Comité de E tica em pesquisa

37888936.
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ANEXO 8
Parecer de aprovacio do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[~] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

® (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

™ www fem.unica np.br/pesquisaletica/index.html
B cepa fem.unicamp.br

CEP, 11/10/05.
(Grupo I11)

PARECER PROJETO: N° 526/2005
CAAE: 1464.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA ATIVACAO DO TNF ALFA, DO NFK BETA E DA
INTERLEUCINA 1 BETA EM PACIENTES PORTADORES DE DOENCA DE CROHN
EM iLEO TERMINAL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ana Paula Paiva Moreira

INSTITUICAO: HC/Unicamp

APRESENTACAO AO CEP: 12/09/05

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/09/06

IT - OBJETIVOS

Avaliar a expressdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-alfa e IL-1beta em fragmentos
de ileo terminal de pacientes com diagnéstico estabelecido de doenga de Crohn. Comparar niveis
teciduais e séricos desta citocinas entre individuos controle ¢ pacientes tratados com mezalazina
e azatioprina )

111 - SUMARIO

Trata-se de um estudo clinico prospectivo no qual serdo estudados dois grupos de
pacientes portadores de doenga de Crohn; um sob tratamento com mesalina e outro utilizando
azatioprina, ambos serdo submetidos a colonoscopia com biopsia e fornecerdo amostra de sangue
para determinagio da concentragio de citocininas. Para comparagdo de resultados sera utilizado
o teste T de Student para dados ndo pareados, quando necessario sera realizada analise de
varidncia com teste para comparagdo de multiplas médias.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A pesquisa podera contribuir para elucidar aspectos de uma doenga cuja
etiopatogenia ainda ndo esta completamente esclarecida, os objetivos sdo claros, a metodologia
bem descrita, definindo quem sdo os sujeitos do estudo, incluindo os testes laboratoriais e
analise estatistica.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado,

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ¢ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (ltem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
Junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item [11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o8 prazos
estabelecidos na Resolugiao CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de setembro de 2005.

Profa. Dfa. Céaf/rltxl‘?\‘ Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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