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Resumo

A retocolite ulcerativa (RCU) é uma das formas mais comuns das doencas
inflamatorias intestinais (DIl), e é caracterizada por periodos de remiss&o e atividade
da doenca, acompanhada de diarreia, dor abdominal, perda de peso e desnutricdo. A
RCU é uma doenca de origem multifatorial que acomete individuos geneticamente
susceptiveis, nos quais uma resposta imunoldgica inadequada resulta de complexas
interagdes ambientais, microbianas e do sistema imune inato e adaptativo, levando a
producédo de citocinas pro-inflamatorias. Esta superprodugéo de citocinas prejudica o
processamento estrutural proteico, deixando o lumen do reticulo endoplasmatico (RE)
repleto de proteinas mal formadas. O acumulo de proteinas mal formadas no RE é
chamado de estresse do reticulo endoplasmatico (ERE). A resposta ao acumulo de
proteinas mal formadas (unfolded protein response - UPR), iniciada pela ativagdo das
vias IRE1/Xbp-1, PERK/elF2a e ATF6, e foi previamente associada a inflamagao
intestinal em modelos experimentais, estudos de associagdo géndémica (GWAS). Aléem
de promover a degradacédo de proteinas e apoptose, a ativagdo do ERE também induz
a transcrigdo de genes pro-inflamatorios. Dessa forma, o objetivo desse projeto foi
investigar e caracterizar a ocorréncia da ativacdo do ERE em mucosa intestinal de
pacientes com RCU. Nossos resultados mostram que, através de técnicas de
hibridizagdo in situ e de imunohistoquimica, o ERE esta ativado em pacientes com
RCU por meio das vias PERK/elF2a e IRE1/Xbp-1, mas n&o via ATF6. A analise
transcricional confirmou a ativagdo de PERK/elF2a, bem como o aumento da
expressao de genes relacionados a UPR. Também foi observado que os genes pro-
apoptoticos e de autofagia (BAX e ATG16L1, respectivamente), bem como os de
citocinas pré-inflamatérias estavam modulados em pacientes com RCU. Além disso,
foi observado que o ERE ¢é ativado ndo apenas nas células epiteliais intestinais, mas
também nas células da lamina prépria da mucosa coldnica de pacientes com RCU.
Como conclusao, tivemos que as vias de ERE e UPR estao ativadas na mucosa do
célon de pacientes com RCU. O aumento dos marcadores de apoptose e autofagia
em pacientes com RCU reforcam ainda mais que o ERE esta ativado, uma vez que
sdo mecanismos dependentes, ativados para contrabalancar o dano ao tecido. Esses
achados fornecem novos paradigmas sobre os mecanismos moleculares que mantém

o processo inflamatério na RCU.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is one of the most common forms of inflammatory bowel disease
(IBD), and is characterized by periods of remission and disease activity, accompanied
by diarrhea, abdominal pain, weight loss and malnutrition. UC is a disease of
multifactorial origin that affects genetically susceptible individuals, in which an
inadequate immune response results from complex environmental, microbial and
innate and adaptive immune system interactions, leading to the production of pro-
inflammatory cytokines. This overproduction of cytokines impairs structural protein
processing, leaving the lumen of the endoplasmic reticulum (ER) full of malformed
proteins. The accumulation of malformed proteins in the ER is called endoplasmic
reticulum stress (ERE). The response to the accumulation of malformed proteins
(unfolded protein response - UPR), initiated by the activation of the IRE1/Xbp-1,
PERK/elF2a and ATF6 pathways, and was previously associated with intestinal
inflammation in experimental models, gene association studies (GWAS). In addition to
promoting protein degradation and apoptosis, ERE activation also induces
transcription of pro-inflammatory genes. Thus, the aim of this project was to investigate
and characterize the occurrence of ERE activation in the intestinal mucosa of UC
patients. Our results showed that, through in situ hybridization and
immunohistochemistry techniques, ERE is activated in UC patients through the
PERK/elF2a and IRE1/Xbp-1 pathways, but not via ATF6. Transcription analysis
confirmed the activation of PERK/elF2a, as well as the increased expression of UPR-
related genes. We observed that pro-apoptotic and autophagy genes (BAX and
ATG16L1, respectively), as well as pro-inflammatory cytokines were modulated in
patients with UC. Furthermore, ERE is activated not only in intestinal epithelial cells,
but also in cells of the lamina propria of the colonic mucosa of UC patients. In
conclusion, we found that the ERE and UPR pathways are activated in the UC colonic
mucosa. Increased markers of apoptosis and autophagy further reinforce that ERE is
activated, as they are dependent mechanisms activated to counteract tissue damage
in UC. These findings may provide new paradigms on the molecular mechanisms that

maintain the inflammatory process in UC.

Keywords: Ulcerative colitis; Endoplasmic reticulum stress; Autophagy; Apoptosis;

Inflammation
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1. Introdugao
1.1 Consideragoes Gerais

A retocolite ulcerativa (RCU), juntamente com a doenga de Crohn (DC), é
uma das principais formas de manifestagao das doencas inflamatorias intestinais (DllI),
uma condi¢do imunomediada de carater cronico, que afeta o trato gastrointestinal.
Diferentemente da DC, o acometimento da RCU se limita a mucosa intestinal do célon
e do reto (Rubin et al., 2019).

As manifestagdes clinicas da RCU envolvem dor abdominal, diarreia,
sangramento retal e consequente anemia, urgéncia e incontinéncia para evacuagao,
além de tenesmo (Rubin et al., 2019). Na fase ativa da doenca, além destes sintomas
agravarem, alguns pacientes também enfrentam problema psicolégico como
ansiedade e depressao, levando a diminuicdo nas interagdes sociais, 0 que piora a
qualidade de vida (Regueiro et al., 2017). Ademais, quando a RCU se mantém ativa
por um periodo muito longo, ha um risco de displasia e cancer colorretal, que se
acredita estar relacionado ao processo de inflamacao persistente ndo controlado
(Colman and Rubin, 2016; Rubin et al., 2013).

A RCU pode se manifestar em qualquer idade, porém geralmente € iniciada
entre os 15 e 30 anos de idade (Cosnes et al., 2011). Entretanto, alguns estudos tém
sugerido que cerca de 20% dos casos novos de DIl ocorrem em pacientes com mais
de 60 anos, com incidéncia de 4 - 6/100.000 casos novos para DC e 5 - 8/100.000
casos novos para RCU (Ananthakrishnan et al., 2016; Butter et al., 2018).

Devido ao consumo de alimentos industrializados ser considerado um dos
fatores de desencadeamento da doencga, as DIl eram tradicionalmente consideradas
uma condicdo de nag¢des ocidentalizadas, com maior taxa de incidéncia e prevaléncia
na América do Norte (mais 1,5 milhdo de pessoas) e na Europa ocidental
(aproximadamente 2 milhdes de pessoas) (Burisch et al., 2013). Entretanto, novos
estudos epidemiologicos sugerem que a incidéncia pode estar aumentando
rapidamente na América do Sul, Europa Oriental, Asia e Africa, devido ao rapido
crescimento socioeconémico destas regides (Ng et al., 2019, 2017; Quaresma et al.,
2019). Na América Latina, foi observado, segundo uma revisdo sistematica, aumento
da prevaléncia de 15 para 24 novos casos a cada 100.000 pessoas nos ultimos 18
anos (Selvaratnam et al., 2019).

No Brasil, apesar de ser considerado um dos paises recém industrializados

com maior aumento da incidéncia de DIl, ndo ha um sistema integrado de notificagéo
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de diagnéstico de DI, portanto, os dados epidemioldgicos sdo limitados (Zaltman et
al., 2021). Entre 1988 a 2012, houve um aumento de 11,1% novos casos de DC e de
14,9% de RCU no Brasil (Ng et al., 2017; Selvaratnam et al., 2019).

Estudo publicado em 2018 relatou que, dentre 22.638 pacientes
diagnosticados com DIl no estado de S&o Paulo, 46,16% apresentavam DC e 53,84%
apresentavam RCU. Foi observado também que ha predominancia de acometimento
em mulheres, correspondendo a quase 60% dos pacientes totais, sendo 57,9% para
DC e 61,3% para RCU (Gasparini et al., 2018).

A RCU apresenta carater de periodos de recidiva e remissao, e diversos
fatores estdo presente em sua etiologia. No momento do diagndstico,
aproximadamente 40% dos pacientes apresentam a RCU na forma de proctite, ou
seja, apenas na regiao retal (figura 1A), 30% apresentam na forma de colite de c6lon
descendente (colite esquerda) (figura 1B) e 30% na forma de pancolite (figura 1C),
acometendo todo o colon (Fumery et al., 2018) (figura 1).

Proctite Colite esquerda Pancolite

Figura 1 - Formas de acometimento da retocolite ulcerativa. Adaptado de Gajendran
et al., 2019 (Gajendran et al., 2019).

A progressdo da doenga na maioria das vezes segue curso gradual com
apenas 14-16% dos pacientes passando de proctite diretamente para pancolite. Em
cerca de 10 anos, 50-55% dos pacientes entram em remissdo, enquanto

aproximadamente 37% seguem curso crénico intermitente, 6% desenvolvem curso
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cronico continuo e apenas 1% tem periodo de baixa atividade seguido por aumento
da gravidade. Geralmente, de 20% a 30% dos pacientes requerem colectomia apos
25 anos de atividade da doenga (Cosnes, 2008; Fumery et al., 2018).

O acometimento e a gravidade da RCU variam de acordo com a etnia, idade
e sexo. Pacientes com diagnostico mais tardio da doenga, normalmente apresentam
RCU de colon esquerdo, moderado, e com menos taxa de progressdo. Dentre os
pacientes hispanicos, € mais comum a RCU ser iniciada em idades mais avangadas,
em mulheres, e se apresentar como pancolite (Charpentier et al., 2014; Stepaniuk et
al., 2015).

Foi relatado por Damas e colaboradores que os estadounidenses
hispanicos apresentam a doenga em grau menos severo do que aqueles que ndo sao
norte-americanos (Damas et al., 2013). Em comparagao aos pacientes brancos, os
afro-americanos apresentam distribuicdo semelhante de acometimento, que varia de
RCU de cdlon esquerdo e pancolite, o0 mesmo tipo de apresentagdo de pacientes

asiaticos (Moore et al., 2012; Nguyen et al., 2006).

1.2 Fisiopatologia

A exata fisiopatologia da RCU ainda ndo esta totalmente elucidada.
Contudo, evidéncias cientificas sugerem que, além da etnia e do sexo, também ha
envolvimento genético e imunoldgico, e fatores externos, como a dieta e o estilo de

vida, que inclui tabagismo e habitos higiénicos (Kaur and Goggolidou, 2020).

1.2.1 Fatores genéticos

Cerca de 8 a 14% dos pacientes com RCU apresentam histérico familiar,
sendo que parentes de primeiro grau de pessoas diagnosticadas com RCU
apresentam 4 vezes o risco de desenvolvimento (Du e Ha, 2020; Halme, 2006).

Estudos com gémeos monozigoticos relataram uma taxas de concordancia
genética de desenvolvimento de RCU de 10% a 15%, estando presentes o gene
CARD15, envolvido na resposta imunoldgica do hospedeiro a invasao de patdgenos,
e também os genes ATG16L1, LRRK2 e IRGM, envolvidos em processos de
degradagdo intracelular, com a autofagia (Brant, 2011).

Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS, de genome-wide
association study) usando chips de polimorfimos de nucleotideo unico sugerem que a
base genética da RCU é herdada de forma poligénica (Liu et al., 2015). Foram
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identificados mais de 200 loci génicos associados com DIl, sendo 30 para RCU,
incluindo o antigeno leucocitario humano (HLA) e genes associados a fungao de
barreira, como HNF4A e CDH1 (Liu et al., 2015). Muitos dos genes putativos
identificados estdo envolvidos em diferentes aspectos da imunidade intestinal,
incluindo a fungdo de barreira da mucosa intestinal (GNA12, HNF4A, ERRFI1),
autofagia (PARK7, DAP), restituicao epitelial (PLA2G2A/E), e regulagao da imunidade
adaptativa (IL2, IL21, TNFRSF9, PIM3, IL7R, IFNG) (Khor et al., 2011).

1.2.2 Barreira da mucosa intestinal

A integridade da barreira epitelial € uma pega-chave na comunicagéo das
bactérias comensais com o sistema imunolégico. Pacientes com susceptibilidade
genética para desenvolver as DIl, quando expostos a fatores de risco ambientais,
como a dieta, pode induzir uma resposta imune que prejudica a barreira epitelial,
iniciando assim, a doenga (Silva et al., 2016).

No lumen intestinal, a primeira barreira de defesa € a camada de mucina,
que cobre a camada epitelial. A mucina é formada pela polimerizagdo em gel de muco
secretado pelas células de Goblet (Geremia et al., 2014). Sua falta representa uma
barreira com facil permeabilidade, facilitando a interagdo de bactérias com as células
epiteliais na mucosa (Tatiya-aphiradee et al., 2018).

A barreira epitelial, composta por células epiteliais intestinais (CEl)
especializadas, como as células de Goblet e células de Paneth, é considerada a
segunda linha de defesa da mucosa intestinal. As CEIl estdo dispostas em jungdes
estreitas (tight junctions), e sao responsaveis pela producdo de mucinas e defensinas,
além de citocinas e quimicionas. Elas expressam receptores toll-like (TLR) e
receptores de dominio de oligomerizagdo de nucleotideos (NOD), ambos ativadores
do sistema imunologico (Hisamatsu et al., 2013; Silva et al., 2016).

Quando ha quebra da barreira epitelial, ocorre aumento da permeabilidade,
o que resulta em desregulacdo das tight junction, levando ao aumento na captagéo de
antigeno luminal que altera as respostas imunes inatas e adquiridas do hospedeiro
(Tatiya-aphiradee et al., 2018). Quando ha invasédo do conteudo luminal (micrébios)
na lamina propria, é iniciada a resposta imunoldgica inata através da ativagado de
macrofagos e células dendriticas. A sinalizagao feita pelos TLR ativa a via do fator de

transcricdo nuclear (NF)-kB, estimulando assim, a transcricdo de genes pro-
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inflamatdrios, em especial do fator de necrose tumoral (TNF)-a, e das interleucinas
(IL)-1B, IL-6, IL-12 e IL-13 (Abraham et al., 2017).

Ao captar o antigeno, as células apresentadoras de antigenos (macréfagos
e células dendriticas), o apresentam para as células T CD4 naive (células ThO),
iniciando assim, a diferenciagdo em células T helper (Th)-2 por meio da ativacéo de
IL-4. Estas células, juntamente com as células natural killers (NK), produzem IL-13 e
IL-5, que promovem o rompimento da barreira epitelial, aumentando ainda mais a
permeabilidade e absor¢cdo de produtos bacterianos, e recrutamento e ativagao de
eosinofilos, respectivamente (Danese and Fiocchi, 2011; Tatiya-aphiradee et al.,
2018).

Células T circulantes se ligam as células endoteliais da mucosa através da
molécula 1 de adesdo celular de addressina vascular da mucosa (MAdCAM-1),
induzindo assim, um processo inflamatério e aumentando o recrutamento de células
T na lamina propria. Quimiocinas, como o CXCL1, CXCL3, CXCL8 e CXCL10,
promovem o recrutamento de linfécitos circulantes, perpetuando o ciclo inflamatério
(Abraham et al., 2017; Tatiya-aphiradee et al., 2018).

A figura 2 esquematiza o processo de rompimento da barreira da mucosa
e a subsequente resposta inflamataria.
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Figura 2 — Perda da fung&o da barreira da mucosa intestinal e ativagéo do sistema
imunolégico. Adaptado de Tatiya-aphiradee et al., 2018 (Tatiya-aphiradee et al.,
2018).

1.2.3 Microbioma

A microbiota intestinal representa a maior reserva de micrébios dentro do
corpo humano, com mais de 35.000 tipos de bactérias (Dave et al., 2012) que
apresentam papeis fundamentais para o hospedeiro, como maturacdo e modulacao
do sistema imunoldgico, maturagao intestinal e regulagéo da fisiologia da mucosa,
producao de acidos graxos de cadeia curta e vitaminas (Duranti et al., 2016).

Nos ultimos anos, avangos significativos utilizando técnica de
sequenciamento de DNA e outras tecnologias, forneceram caminhos para melhor
caracterizar o microbioma intestinal, levando a descoberta de que sua composigdo em
pacientes com RCU é diferente de pacientes nao afetados (Frank et al., 2007). Na

RCU, ocorrem alteracbes na composicdo da microbiota intestinal, denominada
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disbiose microbiana, com reducdo na diversidade bacteriana com menores
propor¢gdes de Firmicutes (Faecalibacterium, Oscillibacter, Agathobacter,
Ruminococcus) e Bacteroides (Alistipes e Barnesiella), e redugao especifica de
microorganismos  antiinflamatérios, como  Bifidobacterium adolescentis e
Faecalibacterium prausnitzii (Kedia et al., 2021; Takahashi et al., 2016).

Por outro lado, um aumento de Enterobacteriaceae, incluindo Escherichia
coli e Fusobacterium foram relatados em pacientes com DIl (Kotlowski et al., 2007;
Liguori et al., 2016; Moustafa, n.d.; Tahara et al., 2015). Cepas aderentes e invasivas
de E. coli foram identificadas e encontram-se em grande numero em pacientes com
RCU (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Sokol et al., 2006).

O micro-organismo da espécie de Fusobacterium, que € associado a uma
capacidade de induzir, em modelos animais, erosdes na mucosa coldnica (Ohkusa,
2003), foi encontrado em abundancia em amostras de mucosa de colon de pacientes
com RCU comparado a controles (Ohkusa et al., 2002). Além disso, foi relatado,
também em modelo animal, que bactérias desta espécie possuem potencial
tumorigénico, levantando o questionando se ela seria um dos lagos entre as DIl e o

desenvolvimento de cancer colorretal (Kostic et al., 2014, 2013).

1.2.4 Fatores imunolégicos

A resposta imunoldgica tem papel importante no desencadeamento e na
manutencdo da RCU. A disfuncido da barreira da mucosa leva a perda de tolerancia
imunologica, promovendo um aumento na produgédo de mediadores pré-inflamatérios,
que, por sua vez, estimulam a proliferacdo de moléculas antigeno-especificas para
ativar o sistema imunoldégico, levando assim, a inflamagéao sistémica (Tatiya-aphiradee
et al., 2018) (figura 3).
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Figura 3 - Conceitos imunologicos da patogénese da retocolite ulcerativa. Adaptado
de Silva et al., 2016 (Silva et al., 2016).

1.2.4.1 Sistema imunolégico inato

O sistema imunologico inato € a primeira linha de defesa do organismo.
Sua resposta é iniciada minutos apds a invasao microbiana, e pode durar por algumas
horas. Nas regides afetadas, ha presencga de células apresentadoras de antigenos
(APC, de antigen preseting cells) macrofagos e células dentriticas ativadas (Silva et
al., 2016).

Os macroéfagos séo células fagociticas com a principal fungédo de eliminar
antigenos utilizando proteases e radicais livres. Estdo presentes na mucosa de todo
o trato gastrointestinal, sendo mais abundante na lamina propria, em especial quando
ha inicio de processo inflamatorio devido a presenca de antigenos (Flannigan et al.,
2015). Ha, na membrana dos macrofagos, complexo de histocompatibilidade,
responsavel por reconhecer antigenos especificos associados a patdégenos e
apresenta-los as células T. Durante a fase ativa das DIl, o numero de macréfagos
aumenta drasticamente e passam a expressao moléculas coestimuladoras de células
T, como CD40, CD80 e CD86, presentes na inflamagéao (Silva et al., 2016).
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Algumas moléculas promovem a ativagdo dos macrofagos, como o padréo
molecular associados aos patogenos (PAMP), via TLR, que levam ao aumento na
producgao de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, e IL-23,
além das quimicionas CXCL9 e CXCL10 (Kmie¢ et al.,, 2017). Além disso, os
macréfagos também secretam espécies e metabodlicos reativos de oxigénio e
nitrogénio, bem como proteases que degradam matriz extracelular (Tatiya-aphiradee
et al., 2018).

As células dendriticas (CD) séo células especializadas do sistema
imunoldgico e atuam na mucosa intestinal endocitando antigenos. Nas DIl, embora as
CD estejam ativadas em pequena quantidade, elas apresentam diversos receptores
microbianos, levando ao aumento da expressao de citocinas proé-inflamatoérias, como
alL-6 e a IL-12 (Hart et al., 2005; Tatiya-aphiradee et al., 2018).

As CD ativadas se localizam proximo a barreira epitelial e transportam o
antigeno para tecido linféide associado ao intestino (GALT), onde as células T s&o
ativadas (Silva et al., 2016; Tatiya-aphiradee et al., 2018). As CD tém receptores de
reconhecimento de padrao (PRRs) como receptores imunes inatos, incluindo TLRs
que respondem a macromoléculas comuns e receptores semelhantes a NOD, que,
por sua vez, respondem a patogenos intracelulares e/ou extracelulares (Kmie¢ et al.,
2017). Devido aos TLRs, as CD também s&o capazes de reconhecer estruturas
moleculares de bactérias, os lipossacarideos, liberando assim, IL-12, responsavel por
induzir a diferenciagcado de células T naive em células Th-1 (Tatiya-aphiradee et al.,
2018).

1.2.4.2 Sistema imunolégico adaptativo

A patogénese da RCU tem sido atribuida a resposta do sistema
imunologico adaptativo, que € iniciado com a ativagdo das células T pelo sistema inato
(Tatiya-aphiradee et al., 2018).

Células T ativadas podem se diferenciar em células efetoras (Th) e
reguladoras (Treg) (KmieC et al., 2017). As células Th atuam como auxiliares ou
indutoras da resposta imune. Essas células s&o subdivididas e diferenciadas com
base em seus perfis de citocinas, em células Th1, Th2, Th17. Cada um desses
subtipos tem fungdes imunoldgicas distintas e relevantes. Por exemplo, células do tipo
Th1, auxiliam na eliminagdo do agente patogénico presente nas células APC; as
células do tipo Th2 ajudam no controle de reagdes alérgicas e protegem o corpo de
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parasitas; células do tipo Th17 sido responsaveis pela sinalizacdo que resultado na
remogao de bactérias extracelulares e fungos. As células T regulatérias (T regs)
promovem a reparagao dos tecidos. No entanto, altera¢des na proliferagao de células
T e seus subconjuntos podem levar a um aumento excessivo de quimiocinas e
citocinas, levando ao agravamento ou manutengdo do processo inflamatorio da
mucosa (Silva et al., 2016; Tatiya-aphiradee et al., 2018).

A diferenciagao da célula T nos diversos subtipos € dependente de estimulo
de citocinas especificas. Em contato com interferon (IFN)-y, ocorre a diferenciagdo em
células do tipo Th1, tipo celular responsavel pela producéo de diversas citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e o proéprio IFN-y (Huang and
Chen, n.d.). A IL-4, secretada pelas APCs, se ligam a receptores especificos nas
células Th, ativando a via de sinalizagdo STAT-6, e promovendo, assim, a
diferenciagao no tipo Th2 (Huang and Chen, n.d.). Células do tipo Th2 secretam IL-4,
IL-5, IL-9 e IL-13, responsaveis pela diferenciagéo e ativagao de linfocitos B (Silva et
al., 2016).

As células Th1 e Th2 mantém seu préprio equilibrio ao secretar citocinas
agonistas ou antagonistas que ativam ou inativam uma a outra: o IFN-y produzido pela
Th1 inibe a proliferagdo de Th2, enquanto que a IL-4, IL-10 e IL-13, produzidas pela
Th2, inibem a proliferagcdo de Th1. Sendo assim, a alteragdo na propor¢ao Th1/Th2
esta diretamente associada a patogénese de diversas doengas autoimunes ou
imunomediadas, como a RCU (Kanai et al., 2006).

A IL-33, uma das citocinas que promovem a patogénese de doencgas
relacionadas a alteragdes da Th2, foi encontrada em pacientes com RCU na fase ativa
e também naqueles que estavam em remissdo (Seidelin et al., 2010). Ademais, a
expressdo de mRNA da IL-33 foi encontrada significativamente aumentada na mucosa
de pacientes com RCU na fase ativa em comparagao com controles saudaveis. Este
achado foi observado nas células da cripta epitelial de pacientes com RCU aguda em
comparagao com o nivel indetectavel de controles saudaveis, sugerindo que este tipo
de avaliagdo possa se tornar um marcador de diagnodstico e monitoramento da RCU
(Gundersen et al., 2016).

1.2.5 Fatores ambientais
Certos fatores ambientais, como estilo de vida, dieta, tabagismo e os
habitos higiénicos, estdo fortemente correlacionados com as DIl (Du e Ha, 2020).
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Um estudo multicéntrico recém-publicado relatou diversos fatores de risco
relacionados com o desenvolvimento e manuteng¢ao da DC e da RCU na populacao
brasileira (Salgado et al., 2020). Individuos que possuiam nivel educacional mais
elevado, bem como aqueles com baixa renda familiar mensal (até 3 salarios-minimos)
apresentaram maior risco de desenvolver DIl. Além disso, baixo numero de
coabitantes na residéncia na idade adulta, residentes em area urbana e auséncia de
doencas infecciosas na infancia foram correlacionados com o desenvolvimento de
ambas as DIl. O consumo de agua tratada durante as duas fases da vida foi associado
a DC, mas nao a pacientes com RCU (Salgado et al., 2020).

1.2.5.1 Dieta

Ha diversos estudos na literatura que correlacionam os diversos tipos de
dieta com a RCU. Entretanto, ndo ha consenso acerca do tipo de alimento ideal para
prevencao ou tratamento da RCU (Du e Ha, 2020).

O consumo excessivo de gordura, em especial as trans-insaturadas e
acidos graxos n-6 (dmega 6), foi associado com o desenvolvimento da RCU, enquanto
que o consumo de acidos graxos n-3 (ébmega 3) foi associado com menor
probabilidade de desenvolvimento (Ananthakrishnan et al., 2016; Hassanshahi and
Masoumi, n.d.).

Embora as fibras passem pelo intestino delgado sem serem digeridas, a
maioria é fermentada no célon por enzimas bacterianas, produzindo acidos graxos de
cadeia curta, que podem ser usados como fontes de energia e carbono pela mucosa
colénica. Fez-se a hipbdtese que fibras especificas reduzem a aderéncia e
translocacao bacteriana, aumentando assim o risco de alteragdes inflamatoérias (Desai
et al., 2016; Gill et al., 2018). Embora haja estudos sugerindo que maior ingestao de
fibra reduza a risco de DC (Brotherton et al., 2016), ndo foram encontrados resultados
semelhantes consistentes com a RCU.

A amamentacao de recém-nascidos tem papel protetor nas DIl por manter
a integridade da barreira epitelial, prevenir infeccbes e fornecer beneficios
imunolodgicos diretos (Parigi et al., 2015; Rogier et al., n.d.). Um estudo de revisao
sistematica e meta-analise publicado em 2017 com 35 artigos incluidos, relatou uma
relagédo positiva entre amamentagado e um menor risco de desenvolvimento de DII (L.
Xu et al., 2017).
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Também ha estudos experimentais que relatam o agravamento da colite
induzida com o aumento do consumo de carne vermelha (Le Leu et al., 2013). Uma
revisdo sistematica que incluiu mais de 2.600 pacientes com DIl (1.269 com DC e
1.340 com RCU) relatou que o aumento de ingestdo de carne vermelha, bem como
acidos graxo insaturados e oméga-6, esta associado com o aumento do risco de
desenvolver RCU, enquanto o alto consumo de vegetais foi associado com um menor
risco (Hou et al., 2011).

1.2.5.2 Tabagismo

O papel do tabagismo na inflamagao intestinal tem sido amplamente
estudado devido aos efeitos contraditorios observados em pacientes com DIl: embora
o tabagismo aumente o risco de DC, é atualmente o fator epidemiolégico mais
associado a uma menor incidéncia de RCU. Além disso, as taxas de recidiva e
hospitalizagdo também sdo menores em pacientes com RCU fumantes (Cosnes,
2008).

A nicotina tem sido usada como agente terapéutico em pacientes com RCU
através de goma de mascar, adesivos transdérmicos e enemas a base de nicotina
(Ingram et al., 2005; Lunney and Leong, 2012). Estes estudos indicaram que mascar
chiclete de nicotina resulta em niveis maximos de nicotina no sangue, semelhantes
aos observados durante o fumo (Lashner et al., 1990). Além disso, um ensaio clinico
com pacientes com RCU comparando o uso de adesivos transdérmicos de nicotina
com adesivos de placebo sugeriu que o uso direto de nicotina é mais eficaz no controle
de manifestagdes da RCU leve a moderada (Sandborn et al., 1997),

O efeito protetor, entretanto, & controverso, uma vez que o risco relativo de
desenvolver a doenga aumenta apos a cessagéo do tabagismo, em comparagao com
pacientes que nunca fumaram (Higuchi et al., 2012).

1.2.5.3 Apendicectomia

A apendicectomia também exerce, aparentemente, um papel protetor a
RCU. Uma das hipoteses leva em consideragéo de que mais de 75% dos pacientes
com RCU apresentam inflamacdo no apéndice. Isso levou a hipbétese de que a
apendicectomia em RCU estabelecida pode afetar positivamente o curso da doenca.
Em um estudo com uma coorte de 212.936 pacientes submetidos a apendicectomia
antes dos 50 anos, a incidéncia de RCU foi menor entre os pacientes com historico
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de apendicite em comparagao com aqueles que foram submetidos a cirurgia para dor
abdominal inespecifica (Andersson and Ekbom, 2001). Além disso, um estudo de
meta-analise que incluiu 2.770 pacientes com RCU, relatou que a apendicectomia
diminuiu em quase 70% o risco de desenvolvimento de RCU (Koutroubakis, 2000).
No entanto, o exato mecanismo protetor da apendicectomia e o seu
impacto a longo prazo na RCU ainda € incerto. Entretanto, alguns estudos estao
correlacionando o aumento da taxa de cancer colorretal em pacientes com RCU

submetidos a apendicectomia (Harnoy et al., 2016; Parian et al., 2017).

1.3 Manifestagoes clinicas

O quadro clinico comum da RCU inclui dor abdominal, diarreia com ou sem
sangue e muco, tenesmo e urgéncia de evacuagao (Gajendran et al., 2019). Os
sintomas sao iniciados de forma gradual, seguindo periodos de remiss&o espontanea
e recidivas subsequentes, podendo se tornar mais frequentes e ocasionalmente tao
graves que requerem hospitalizagdo. A fase ativa se manifesta como inflamacéo da
mucosa, comegando no reto (proctite) e, em muitos casos, se espalhando para o resto
do coélon (Danese and Fiocchi, 2011).

A perda de peso é um sintoma importante a ser considerado,
principalmente no momento do diagnéstico. Em 2015, Ford e colaboradores relataram
que, se um paciente apresenta anemia, mais de 4 evacuacgoes ao dia e perda de mais
de 5 quilos no ultimo ano, ha uma taxa de probabilidade de 14,6 de ser RCU, enquanto
que apresentar apenas anemia e mais de 4 evacuagdes ao dia, a taxa de
probabilidade de ser RCU diminui para 7,87 (Ford et al., 2015).

Os pacientes apresentam diversas alteragdes laboratoriais, como anemia
por deficiéncia de ferro, trombocitose, hipoalbuminemia e anticorpos citoplasmaticos
anti-neutrofilos (ANCA) (Conrad et al., 2014).

A RCU pode ser associada a outras condigdes gastrointestinais. Alguns
estudos ja sugeriram uma associagao com gastrite focal ou causada por Helicobacter
pylori (Magalhdes-Costa et al., 2014). Além disso, uma complicacdo grave da RCU é
0 megacolon toxico, no qual o processo inflamatorio local pode ser grave o suficiente
para interromper a funcdo neuromuscular do colon levando a sua dilatacdo e
subsequente perfuragao (Autenrieth and Baumgart, 2012).

Pacientes com DIl apresentam risco aumentado para o desenvolvimento

de céancer colorretal (CCR). Entre os pacientes com RCU, o risco de CCR é de 2%,
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porém este percentual aumenta com o passar do tempo, podendo chegar a 18% apdés
30 anos de doencga (Eaden et al., 2001). Ha varios fatores de risco identificados para
o desenvolvimento de CCR em pacientes com DII, como a atividade histologica, e
extensdo e duragdo da doenga (Guagnozzi, 2012). Outros fatores de risco incluem
historia familiar de CCR, presencga de colangite esclerosante concomitante, presenca
de estenoses colonicas, colon encurtado devido a inflamagcdo de longa data e
pseudopolipose (Laine et al., 2015).

A RCU néo afeta exclusivamente o intestino, podendo apresentar diversas
manifestagbes extra intestinais (Gajendran et al., 2019). Devido a variedade de
sistemas do organismo afetados por essas manifestagcdes, acredita-se que esta
associagdo (RCU e o envolvimento extra intestinal) tenha influéncia genética,
ambiental e imunoldgica, uma vez que mais de um sistema pode ser afetado de uma
vez (Karmiris et al., 2016).

O envolvimento reumatolégico é o sintoma extra intestinal mais comum
observados em pacientes com DIl, sendo a espondiloartrite a condicdo mais
comumente relatada (Malaty et al., 2017).

Manifestagbes dermatoldgicas também sao recorrentes na RCU, sendo o
eritema nodoso e o pioderma gangrenoso 0s mais sintomas mais comuns (Timani and
Mutasim, 2008). Ademais, a presenga de melanoma também foi relatado em alta
frequéncia em pacientes com RCU (Singh et al., 2014a)

As manifestagdes oculares, incluindo uveite ou episclerite, podem se
desenvolver antes do inicio ou com o inicio da doenca. Histérico familiar de RCU pode
ser um fator de risco para o envolvimento ocular. Além disso, os sintomas oculares
foram correlacionados com a presenga de outros sintomas extra intestinais (Taleban
et al., 2016).

O sistema pancreatico e hepatobiliar também pode estar envolvido na RCU.
Ha relatos na literatura de uma associagao entre pancreatite, seja aguda ou crdnica,
e RCU. Entretanto, ndo se sabe ao certo se a pancreatite € uma complicagdo da RCU,
ou se € um risco para desenvolvé-la (Chen et al., 2017; Park et al., 2013). Ha também,
embora conflitante, uma associa¢cdo entre RCU e colangite esclerosante (CE). Uma
revisao sistematica relatou a prevaléncia de CE e colelitiase entre pacientes com RCU
com taxas que variam entre 0,76% — 5,4% e 4,6% — 36,4%, respectivamente (Gizard
et al., 2014). Entretanto, um estudo com 634 pacientes com DlIl, sendo 429 com DC e

205 com RCU, associou apenas a DC a um alto risco de desenvolver coledocolitiase
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(Parente et al., 2007). Ademais, em um estudo transversal publicado recentemente
por Halling e colaboradores, foi observado uma maior incidéncia de hepatite
autoimune, colangite biliar primaria e gastrite atréfica entre os pacientes com RCU
quando comparados ao pacientes controle (Halling et al., 2017).

Complicagdes vasculares também ocorrem nas DII. Os pacientes com RCU
tém um risco maior de eventos tromboembdlicos venosos (trombose venosa profunda
e embolia pulmonar, por exemplo), bem como doenga tromboembdlica arterial, como
acidente vascular cerebral (Giannotta et al., 2015; Singh et al., 2014b).

Também ha envolvido com a RCU, embora menos frequente, condi¢des
renais, como insuficiéncia renal e nefrolitiase (Ganji-Arjenaki et al., 2017; Oikonomou
et al., 2011), e condi¢gbes pulmonares, como vasculite pulmonar (Ji et al., 2016).

1.4 Classificagao da RCU

A avaliagdo da extensao e da gravidade da RCU é de extrema importancia
para eleger a abordagem terapéutica mais adequada. A extensdo da doencga
normalmente € caracterizada de acordo com a classificacdo Montreal, que é
caracterizada por: (E1) proctite; (E2) colite de colon esquerdo; (E3) colite extensa
(pancolite) (Satsangi, 2006).

Inicialmente, a gravidade da RCU era avaliada de acordo com a
classificagdo de Truelove e Witts, publicada em 1955 (Truelove and Witts, 1955). Esta
classificacdo define colite moderada quando ha menos de 4 evacuagdes ao dia,
auséncia de febre e frequéncia cardiaca normal, dosagem de hemoglobina abaixo de
11 g/dL e velocidade de hemossedimentacéo (VHS) abaixo de 20 mm/hora. A RCU
de grau grave é definida, segundo esta classificagdo, por mais de 6 evacuagdes ao
dia, presenca de febre, taquicardia, anemia e aumento do VHS. Entretanto, apesar de
ser uma classificacdo simples e util para definir a necessidade de hospitalizagao, este
indice exclui manifestagbes extra intestinais e ndo avalia atividade endoscoépica
(Rubin et al., 2019). Por isso, outros indices que incluem a avaliagdo endoscopica
foram propostos, sendo o indice de Gravidade Endoscépica de Colite (UCEIS) e o
escore de Mayo, os mais utilizados (Rodrigues et al., 2020)

O escore de Mayo, criado por Schroeder e colaboradores em 1987
(Schroeder et al., 1987), avalia a RCU em seus aspectos clinicos, como frequéncia de
evacuagdes e sangramento retal, e aspectos endoscopicos, como presenca de

eritema, perda do padréo vascular, friabilidade e ulceragdes (figura 4 e tabela 1).
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Escore  Escore Achados
UCEIS  Mayo endoscopicos

Normal

Eritema,
1-3 1 diminuigdo do
padrédo vascular,
friabilidade média

Eritema marcado,
auséncia do
padrédo vascular,
friabilidade,
erosdes

4-6 2

Sangramento
7-8 3 esponténeo,
ulceragdo

Figura 4 - Imagens endoscopicas de RCU e avaliagaéo pelo indice UCEIS e pelo
escore de Mayo. Adaptado de Rubin et al., 2019 (Rubin et al., 2019).
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Tabela 1 — Escore de Mayo para avaliagdo da atividade da retocolite ulcerativa

Parametro

Pontuagao

Frequéncia de evacuacgoes

0 = normal

1=1 a2 vezes além do normal

2 =3 a4 vezes além do normal

3 = 5 ou mais vezes além do normal

Sangue nas fezes

0 = sem sangue visivel

1 = sangue nas fezes em igual ou mais

que metade das vezes

3 = sangramento ndo acompanhado de

fezes

Achados endoscdpicos

0 = normal ou doenga inativa

1 = eritema leve, diminuicdo de padrao

vascular e moderada friabilidade

2 = eritema grave, perda do padréo
vascular, friabilidade e erosodes

3 = sangramento espontaneo e erosdes

Avaliagdo médica

0 = normal

1 = doenca leve

2 = doenca moderada

3 = doenga grave

O escore de Mayo ja foi relacionado a atividade da doencga por diversos

estudos. Lewis e colaboradores reportaram, em um estudo com 105 pacientes, que o

escore total e parcial de Mayo se correlacionaram com RCU de moderada a grave.

Além disso, a pontuagdo apresentou um grau maximo de sensibilidade e

especificidade (88% e 78%, respectivamente) para identificar a remissdo com um

ponto de corte de 4,5 (Lewis et al., 2008).

Ademais, o escore de Mayo também foi associado a um menor risco de

colectomia em pacientes com RCU que fazem uso de terapia anti-TNF-a. Os estudos

Active Ulcerative Trial (ACT)-1 e -2, reportaram que os pacientes, ao fazer uso da
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terapia, apresentaram cicatrizacdo da mucosa, pontuando O - 1 no escore. Isto foi
correlacionado com menor risco de colectomia por até 50 semanas de seguimento

clinico no estudo (Colombel et al., 2011).

1.5 Diagnéstico da RCU

O diagndstico da RCU se baseia em uma combinagdo da avaliagao clinica,
achados endoscopicos e histoldgicos, e exclusdo de diagndsticos alternativos. Além
disso, exames sorologicos e fecais ddo suporte no monitoramento da doenga e no
acompanhamento do tratamento. Em alguns casos, diferenciar RCU de DC pode
representar um desafio clinico (Gajendran et al., 2019).

A descoberta de biomarcadores aumentou significativamente a melhora no
diagnostico e no acompanhamento do tratamento da RCU. Os biomarcadores, além
de auxiliar na diferenciagéo entre DC e RCU, também s&o relevantes para determinar
a atividade da doenga e predizer a resposta a terapia. Varios potenciais
biomarcadores genéticos, sorologicos, fecais, microbianos e imunoldgicos foram

propostos para a RCU (Iskandar and Ciorba, 2012; Rogler and Biedermann, 2015).

1.5.1 Exame endoscépico

O exame de colonoscopia € considerado o padrao ouro para o diagnostico
da RCU (figura 5). Na fase inicial da doenga, observa-se uma mucosa inflamada,
granular e eritematosa, com friabilidade e perda do padrdo vascular. Na fase
moderada, € possivel observar erosdes e microulceragdes, enquanto que na fase
mais grave, ha ulceragdes mais profundas e possivel sangramento espontaneo (Corte
et al., 2015). Em pacientes com repetitivos ciclos de recidiva e remiss&o, e naqueles
com inflamacéao crénica persistente, pode-se observar presenca de pseudopdlipos ou
ponte mucosa, que € caracterizada pela ponte de duas partes do lumen por

regeneracao do tecido da mucosa (Danese and Fiocchi, 2011).
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Figura 5 - Achados endoscopicos da retocolite ulcerativa. A: Eritema; B: Erosdes e
granularidade; C: Exsudato mucopurulento; D: Ulceras. Adaptado de Rodrigues et al.,
2020 (Rodrigues et al., 2020).

Em pacientes com pancolite, o processo inflamatério pode ser observado
até a regido da valvula ileocecal, podendo, ocasionalmente, haver o envolvimento do
ileo distal (Danese and Fiocchi, 2011). Em 75% dos casos de colite esquerda, &
possivel observar um foco isolado de inflamagao proximo ao orificio apendicular,
conhecido como patch cecal (Park et al., 2014).

Para auxiliar no diagndstico, pelo menos duas biopsias devem ser retiradas
de seis areas diferentes (ileo terminal, ascendente, transverso, descendente, colon
sigmaide e reto), incluindo a mucosa de aparéncia normal (Annese et al., 2013).

A avaliacdo endoscopica alta ndo € necessaria na rotina clinica dos

pacientes adultos recém diagnosticados com RCU, sendo restrito aqueles com DC e
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que apresentam sintomas de doenga gastrointestinal superior. Entretanto, na
populacdo pediatrica, até 8% das criangas com RCU podem ter seu diagndstico
modificado para DC com base em achados endoscoépicos superiores (de Bie et al.,
2012).

Uma técnica endoscopica relativamente nova, chamada de capsula
endoscopica, tem sido utilizada nos ultimos anos em pacientes com DII. Esta técnica,
originalmente autorizada pelo Food and Drug Administration (FDA) para avaliagédo do
intestino delgado em pacientes com sangramento oculto, é utilizada para explorar o
célon para a detecgao de neoplasias colénicas sem a necessidade de sedacgao ou
insuflacdo de ar (Eliakim, 2013). A técnica tem uma sensibilidade de 89% e
especificidade de 75% na detecgdo de RCU na fase ativa (Sung et al., 2012).

Novas técnicas avangadas endoscopicas que estdo ganhando aceitagéo,
como cromoendoscopia, imagem de banda estreita e imagem de autofluorescéncia
podem delinear melhor os padrdes suspeitos da mucosa e melhorar a deteccdo de
displasia, bem como oferecer uma melhor avaliagdo da mucosa e da vasculatura da

submucosa (Danese and Fiocchi, 2011; Gajendran et al., 2019).

1.5.2 Avaliagao Histopatolégica

A histopatologia € uma poderosa ferramenta no diagnostico da RCU,
avaliando a gravidade da doenga e identificando displasia intraepitelial, neoplasia ou
cancer (Gajendran et al., 2019). Entretanto, embora haja diversos escores que
correlacionam a avaliagdo histologica e a gravidade da atividade da doenca
endoscopica, esta relacdo pode nao ser verdade, uma vez que € possivel haver
achados histologicos em pacientes sem atividade endoscoépica (Danese and Fiocchi,
2011).

N&o ha, até o momento, um critério especifico para o diagnostico de RCU.
Entretanto, em 75% dos casos, ha pelo menos duas das seguintes caracteristicas: a)
densidade de cripta reduzida; b) distorgdo grave arquitetdnica de cripta; c) superficie
da mucosa irregular; d) inflamag&o transmucosa difusa intensa, na auséncia de
granulomas genuinos (Seldenrijk et al., 1991).

Na RCU, a inflamagéao é caracteristicamente restrita a camada da mucosa,
com infiltrados celulares variando em densidade e composi¢cao durante a doenca ativa
e estagios de remissdo (Danese and Fiocchi, 2011). Os infiltrados consistem
principalmente de linfocitos, e, em fase aguda, ha infiltrado de plasmdcitos e



36

granulécitos, que se acumulam em abscessos de criptas (Loddenkemper, 2009).
Outras caracteristicas tipicas incluem depleg¢ao de células de Goblet, arquitetura de
cripta distorcida, densidade de cripta diminuida, além das ulceragcdes. No entanto,
granulomas epitelidides n&o estéo presentes na RCU, pois s&o tipicos da DC, (Danese
and Fiocchi, 2011).

A presenga de plasmocitose na camada basal € uma caracteristica
diagndstica com bastante valia preditiva na fase inicial da doenca. E iniciada com uma
distribuicdo focal, evoluindo em um padrao difuso de destruicdo com o passar do
tempo (Gajendran et al., 2019).

Durante o periodo de inatividade da doenca, sdo observadas criptas
distorcidas e atréficas, além de diminuidas em densidade. Também pode haver
metaplasia das células de Paneth (Langner et al., 2014). Ao entrar em recidiva, pode
ser observado dano epitelial com presenga de neutréfilos, aumento da celularidade
transmucosal da lamina propria com plasmocitose basal, presenca de agregados
linfoides basais e um aumento de eosindfilos (Dignass et al., 2012).

Devido ao risco de desenvolvimento de cancer em pacientes com RCU, a
pesquisa por displasia epitelial € uma avaliagédo critica no exame histopatoldgico.
Porém, a displasia € uma caracteristica que pode ocorrer a qualquer estagio da
doenga sem necessariamente significar uma transformag¢ado maligna. Por isso, sua

interpretacédo deve ser cautelosa. (Danese and Fiocchi, 2011).

1.5.3 Avaliagao laboratorial

Até o momento, ndo ha um biomarcador sorolégico especifico para o
diagnodstico da RCU. Portanto, a avaliagéo laboratorial se torna util no monitoramento
da doenga, bem como no acompanhamento do tratamento (Gajendran et al., 2019).

Um dos exames laboratoriais mais comumente solicitado para
monitoramento das DIl é a proteina C reativa (PCR). A PCR é uma proteina da fase
aguda da inflamacéo, sintetizada no figado e estimulada, entre outas moléculas, pelas
citocinas inflamatodrias IL-6, IL-13 e TNF-a (Rodrigues et al., 2020). Embora a PCR
nao seja especifica das DIl, diversos estudos correlacionaram seu nivel com a
atividade endoscépica da doenca (laculli et al., 2016; Oh et al., 2017; Solem et al.,
2005).

A velocidade de hemosedimentacdo (VHS) é um teste laboratorial que
também avalia as proteinas na fase inflamatoria. A performance do VHS é baseada
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na taxa de sedimentacdo das hemacias no periodo de uma hora: no processo
inflamatorio ocorre a ativagdo de fatores pré-sedimentarios, como o fibrinogénio,
fazendo com que as hemacias se sedimentem mais rapidamente (Rodrigues et al.,
2020). Um estudo realizado por Alper e colaboradores relatou uma correlagdo com os
valores de VHS com a atividade das DIl (Alper et al., 2017). Porém, esta correlagéo
foi maior com DC do que RCU.

A contagem plaquetaria, um outro exame laboratorial basico na rotina
clinica, também foi associada a atividade das DIl. Sua elevacéo pode indicar processo
inflamatdrio, portanto, niveis elevados de plaquetas foram observados em pacientes
com recidiva de RCU (Nakarai et al., 2018).

Setenta por cento dos pacientes com RCU apresentam o anticorpo
perinuclear anti-citoplasmatico de neutrofilos (p-ANCA), enquanto pacientes com DC
apresentam o anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA). Portanto, a pesquisa
por estes dois anticorpos auxilia tanto no diagndstico das DIl quanto na sua
diferenciagao: pacientes com DC sao considerados ASCA+/p-ANCA-, e pacientes
com RCU s&o considerados ASCA-/p-ANCA+ (Gajendran et al., 2019; Plevy et al.,
2013).

Devido a sua forte correlagdo com a atividade da doencga, a avaliagéo por
meio de marcadores fecais, em especial a calprotectina, estd se tornando
indispensavel na rotina clinica dos pacientes com DIl (Rodrigues et al., 2020). A
calprotectina € uma glicoproteina encontrada no citoplasma de células inflamatérias,
em especial nos neutréfilos e macréfagos, estando, portanto, aumentada em
processos inflamatorios no trato gastrointestinal (Vermeire, 2006). Ha, na literatura,
diversos artigos que sugerem uma correlagdo do aumento dos niveis de calprotectina
com a atividade endoscopica da DI, tanto para DC quanto para RCU (Costa, 2005;
D’Haens et al., 2012; Xiang et al., 2008).

Dosagem fecais de lactoferrina, uma outra glicoproteina presente em
neutrofilos, e do S100A12, um ativador do NF-k[3, também foram correlacionadas com
atividade endoscépica das DIl (Kaiser et al., 2007; Vieira et al., 2009). Um estudo
publicado por Boschetti e colaboradores sugeriu que valores acima de 80 ug/g de
S100A12 indicam uma resposta sustentada ao uso de anti-TNF-a, que € uma
abordagem terapéutica convencional nas DIl (Boschetti et al., 2015).

Analises transcripcionais relataram que os microRNAs (miRNA) também
podem estar associados as DII. Altos niveis de quatro tipos diferentes de miRNA (miR-
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18a, miR-629, let-7b e miR-140-3p) e niveis mais baixos de trés miRNAs (miR-422a,
miR-885-5p e miR-328) foram identificados na mucosa intestinal de DC ativa quando
comparada com a DC inativa. Com relacdo a RCU, foi observado que dois miRNAs
(miR-650 e miR-548a-3p) estavam mais expressos e trés (miR-630, miR-489 e miR-
196b) menos expressos na fase ativa quando comparada com a inativa (lborra et al.,

2013), podendo constituir biomarcadores de atividade da doenca.

1.6 Tratamento da RCU

Os tratamentos da RCU se fundamentam na melhora da qualidade de vida,
na indugao da remissao sem o uso de anti-inflamatdrios esteroidais, e em minimizar o
risco de cancer. A escolha do tratamento deve levar em consideragcdo a atividade
clinica e endoscopica (leve, moderada ou grave) combinado com a extensao da
doenga (proctite, colite esquerda, ou pancolite), e também o curso da doenga durante
o acompanhamento (Danese and Fiocchi, 2011; Gajendran et al., 2019).

Durante a avaliagdo endoscopica inicial, € importante delinear a margem
proximal da inflamagdo na mucosa intestinal. Se for limitada abaixo da flexura
esplénica, ela é considerada "distal" e, portanto, esta ao alcance da terapia topica,
como enemas e supositorios. Se a inflamacao se estende proximal a flexura esplénica,
€ necessario o uso de terapia sistémica (Gajendran et al., 2019). Além disso, também
devem ser considerados a gravidade histologica da inflamagao, idade de inicio do
doenga, duracdo e curso da doenga, frequéncia de recidivas, historico
medicamentoso, efeitos colaterais da medicacdo e presenga ou auséncia de
manifestagdes extraintestinais (Gajendran et al., 2019).

O objetivo do tratamento pode ser dividido em duas fases: indugédo da
remissdo, e manutencdo da remissdo. Sulfassalazina e 5-aminossalicilatos,
administrados por via oral, retal (por meio de supositério ou enema), ou ambos,
representam a primeira linha, com uma taxa de expectativa de remissao cerca de 50%
(Nielsen and Munck, 2007).

Pacientes com proctite devem ser tratados primeiro com supositérios de
mesalazina (5-ASA), uma vez que eles sdo mais eficazes do via oral, pois atuam
diretamente no local da inflamacao (Gionchetti et al., 1998). Os pacientes que n&o
apresentam resposta com esta abordagem, devem tomar glicocorticoides orais (até
40 mg de prednisona ou equivalente) (Danese and Fiocchi, 2011). Para manter a

remissdo, € recomendando ao paciente que mantenha o uso de supositorios de 5-
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ASA. Caso o paciente tenha mais de um historico de recidiva ao ano, € indicado o uso
oral (Hanauer et al., 2000).

Para o manejo inicial da RCU de cdélon esquerdo e/ou pancolite de grau
leve a moderada, é indicada uma combinac¢ao de 5-aminossalicilato retal e oral (até
4,8 g por dia) (Connolly et al., 2009). A melhora sintomatica é observada normalmente
em 2 semanas, mas pode levar até 8 semanas para a remissao sintomatica. Os
pacientes que atingem a remissdao com 5-ASA devem continuar com a mesma
medicagao para manter a remissao (Bressler et al., 2015). Em pacientes refratarios as
terapias retais e ao 5-aminossalicilato oral, indica-se glicocorticéides orais ou agentes
imunossupressores (azatioprina ou 6-mercaptopurina); e, para aqueles que nao
respondem a doses maximas destes medicamentos, € indicado terapia com
medicamentos bioldgicos, como o infliximabe e o adalimumabe (Danese and Fiocchi,
2011).

Pacientes com RCU moderada a grave devem ser tratados com
corticosteroides orais (40 mg de prednisona por dia) ou esteroides intravenosos (300
mg de hidrocortisona ou 60 mg de metilprednisolona) para obter remisséo (Gajendran
et al., 2019). Caso a remissao n&o seja obtida, é indicado iniciar o tratamento biolégico
(Gajendran et al., 2019).

1.6.1 Agentes biologicos

A aplicagao de agentes bioldgicos no tratamento da RCU se iniciou a partir
de estudos que identificaram as citocinas presentes na lamina propria da mucosa
intestinal. Dentre as moléculas utilizadas, o uso de anticorpos monoclonais anti-TNF-
a, junto com anti-integrinas, anti-interleucinas e anti-JAK, tem sido as alternativas mais
relevantes (de Mattos et al., 2015). Estes anticorpos podem ativar diversos
mecanismos envolvidos na resposta imunoldgica, como indugcdo de apoptose e
bloqueio da liberacédo de fatores de crescimentos que ativam as células Th (Carter,
2004).

1.6.1.1 Terapia com anti-TNF-a

A primeira molécula anti-TNF-a comercialmente disponivel para o
tratamento da RCU foi o infliximabe (IFX), um anticorpo monoclonal IgG1 formado por
um segmento da proteina nativa de camundongo contendo o sitio de ligagao para o
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TNF-a e uma porgédo da imunoglobulina humana responsavel pela fungéo efetora da
molécula de anticorpo (Kam and Targan, 2000; Sands et al., 2001).

Para atingir uma remisséo efetiva da doenga em pacientes com DI, a
dosagem padrado de IFX & geralmente 5 mg/kg por infus&do intravenosa nas semanas
0, 2 e 6, seguida por um regime de manutengao a cada 8 semanas. No entanto, alguns
dados mostram que a dosagem de 10 mg/kg parece manter a remissao por um
periodo mais longo (Moss et al., 2013; Rutgeerts et al., 2006).

Niveis séricos de infliximabe entre 3 e 7 ug/mL foram positivamente
correlacionados com remissao clinica e endoscépica. Porém, cerca de 30% dos
pacientes ndo apresentam melhora clinica no final do periodo de indugdo (14
semanas), e sdo considerados nao-respondedores primarios. O desenvolvimento de
anticorpos contra a droga foi associado a perda de resposta (Ben-Horin and Chowers,
2014; Ungar et al., 2016).

Devido a taxa de nao-respondedores ao IFX, foi desenvolvido um outro
anticorpo monoclonal anti-TNF-a totalmente derivado de humano, chamado de
adalimumabe (ADA) (Panaccione et al., 2011). O ADA induz apoptose de células pro-
inflamatorias ao se ligar a molécula de TNF-a, bloqueando, assim, sua interacdo aos
seus receptores especificos (Panaccione et al., 2011).

O uso do ADA tem se mostrado eficaz tanto para RCU quanto para DC pela
administragdo subcutdnea com uma dose inicial de 160 mg, uma segunda dose duas
semanas depois de 80 mg e uma dose de manutencdo de 40 mg a cada duas
semanas (de Mattos et al., 2015).

O certolizumab pegol (CDP 870), um fragmento de anticorpo monoclonal
peguilado e totalmente humanizado, é um agente anti-TNF-a que foi recentemente
aprovado pelo FDA para tratamento de DC com remissao sustentada (Evans and Lee,
2012). Estudos mostram que essa droga parece ser mais eficaz e menos imunogénica
do que IFX e ADA (Lichtenstein, 2013; Mozaffari et al., 2014), e ha, atualmente, alguns
estudos em andamento, que relatam a eficacia do certolizumabe pegol para o
tratamento da RCU (Lee et al, 2017, Osterman et al, 2017). A administracédo
subcuténea de certolizumab pegol em doses de 400 mg uma vez a cada 4 semanas
foi eficaz como terapia de indugao e manutencdo. Em caso de falta de resposta, deve
ser administrado a cada 2 semanas (de Mattos et al., 2015).

Ha ainda o golimumabe, um anticorpo monoclonal antagonista do TNF-a

IgG1 humano, que também mostrou resultados significativos na indugdo e
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manutengdo da remissdo em pacientes com DC e RCU, com uma taxa de eventos
adversos semelhante ao placebo (Danese, 2013; Mozaffari et al., 2014; Sandborn et
al., 2014). Aindicacao inicial do golimumabe recomendado para o tratamento de RCU
€ uma dose subcutanea de 200 mg na semana 0 seguida por 100 mg na semana 2.
A terapia de manutencdo € 100 mg a cada 4 semanas (Lowenberg et al., 2014).

1.6.1.2 Terapia com anti-integrinas

A interagao leucocitos-endotélio, mediada por moléculas de ades&o, como
as integrinas e a molécula de adeséo intracelular 1 (ICAM-1), sdo fundamentais para
a migracao leucocitaria para o local de inflamagdo, mantendo assim, o processo
inflamatdrio ativo. Por isso, o bloqueio destas moléculas se tornou uma alternativa
promissora para o tratamento de doengas inflamatérias (de Mattos et al., 2015).

O FDA aprovou a administragcdo de anticorpos monoclonais anti-a4 das
integrinas, chamados de natalizumabe (apenas para DC) e vedolizumabe (para RCU
e DC) (Thomas and Baumgart, 2012). O regime de dosagem do vedolizumabe é de
300 mg por infusdo intravenosa em 0, 2 e 6 semanas, com uma terapia de manutengéo
a cada 8 semanas (Feagan et al., 2013).

Diversos estudos relataram que o bloqueio das unidades o437, feito com o
uso do vedolizumabe, resultou em uma barreira seletiva para células T CD4+,
diminuindo assim, o processo inflamatério. Além disso, foi observado uma diminuigéo
do escore clinico de RCU, sugerindo uma taxa de remissao de até 50% dos casos
(Feagan et al., 2013, 2005; Parikh et al., 2012).

1.6.2 Terapia com pequenas moléculas

Como a taxa de perda de resposta com a terapia biolégica, em especial
com o uso do anti-TNF-a é relativamente alta, novas abordagens tém sido testadas e
utilizadas para o tratamento da RCU. Uma molécula que tem sido alvo terapéutico na
RCU é a Janus quinase (JAK) (Boland et al., 2014).

A familia das tirosino quinases JAK é composta por 4 tipos de proteinas
intracelulares: JAK1, JAK2, JAK3 e o0 nao receptor proteina-tirosino quinase (TYK2,
de non-receptor tyrosine-protein kinase). A principal fungdo da JAK é a ativacéo de
sinais transdutores e ativadores de transcrigdo, chamados de STATs (de signal
transducers and activators of transcription), que, por sua vez, induz a expressao de

citonas pro-inflamatorias (Clark et al., 2014), favorecendo a manutengao da doenga.
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O tofacitinibe é considerado uma pequena molécula que inibe a ativacao
da JAK-STAT, ao competir, utilizando uma molécula de ATP, com o dominio de
ligacdo da JAK, impedindo assim, que se inicie a cascata de ativagdo (Boland et al.,
2014).

Esta nova abordagem tem mostrado bons resultados no manejo clinico da
RCU. Sandborn e colaboradores relataram que, em dois estudos clinicos
randomizados, duplo-cego com mais de mil pacientes com RCU no total que foram
tratados com tofacitinibe, houve uma taxa de quase 20% de remissao nos dois
primeiros meses de uso do medicamento. Esta taxa dobrou para quase 40% na

semana 52 do tratamento (Sandborn et al., 2017).

1.6.3 Intervencgao ciruargica

Na RCU, ha diversas indicagbes para intervengao cirurgica, como
inflamacgéo persistente do célon (falha a terapia medicamentosa), colite fulminante
intratavel, megacdlon toxico, perfuragdo, sangramento incontrolavel, efeitos colaterais
intoleraveis de medicamentos, displasia de alto grau ou multifocal n&o ressecavel,
lesbes ou massas associadas a displasia, e cancer (Aratari et al., 2008).

A retocolectomia total com bolsa ileal e anastomose ileoanal é a opg¢éo de
preferéncia quando ha acometimento retal concomitante. Esta abordagem apresenta
baixa mortalidade (até 0,4%) e esta associada com uma baixa taxa de morbidade (até
27%) (Danese and Fiocchi, 2011)

H4, entretanto, a possibilidade de 40% de desenvolvimento de bolsite, uma
inflamacéo inespecifica provavelmente causada por uma resposta imune a microbiota
recém-estabelecida na bolsa ileal. Os sintomas da bolsite incluem aumento da
frequéncia do habito intestinal e desconforto abdominal e perianal, e é tratada com o
uso de antibidticos e probidticos (Vieira et al., 2009).

Em casos em que nao € possivel realizar a retocolectomia total, ha a opgao
de realizar uma ileostomia continente. Nesta abordagem, uma bolsa com uma valvula
é feita a partir do ileo e conectada a pele da parte inferior do abdémen. Este
procedimento permite que as fezes sejam retidas e drenadas conforme necessario
com um cateter. Qualquer mucosa col6nica ou retal residual pode se tornar cancerosa,
com a obrigatoriedade de vigilancia endoscépica de longo prazo (Danese and Fiocchi,
2011).
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1.7 Mecanismos moleculares envolvidos na RCU

ApoOs a invaséo de patdogenos devido a uma falha da barreira epitelial, e
apos a ativagcdo do sistema imunolégico, diversos mecanismos moleculares s&o
iniciados com o intuito de reestabelecer a homeostase do organismo. A degradagao
dos patégenos intracelulares e toxinas microbianas através do processo de autofagia,
aumenta a sobrevivéncia das células intestinais, incluindo as epiteliais, diminuindo
assim a disfunc&o da barreira da mucosa. Entretanto, se a autofagia se torna ineficaz,
as funcdes de protecao das células epiteliais s&o alteradas, incluindo a capacidade de
protecdo contra bactérias comensais e patogénicas, o que pode levar a ativagdo do
estresse do reticulo endoplasmatico e a apoptose (Randall-Demllo et al., 2013).

Diversos estudos tém correlacionado a manutengdo das DIl com trés
processos moleculares: a apoptose, a autofagia, e o estresse do reticulo
endoplasmatico (Samoila et al., 2020).

1.7.1 Apoptose

A apoptose é um processo de morte celular altamente regulado que confere
vantagens bioldgicas, como a sobrevivéncia celular, por meio do qual os organismos
mantém a homeostase. Com uma fungao de obliteragao das células cancerigenas, a
apoptose tem mostrado ser um potencial terapéutico promissor na industria
farmacéutica (Xu et al., 2019). A inflamacao esta intimamente associada a iniciagéo
da apoptose, uma vez que a ativagao de receptores de TNF levam a producdo de
proteinas pro-apoptoticas (Vermeulen et al., 2005).

A apoptose ocorre através da agao de uma familia de proteases serinas
conhecida como caspases. Os sinais de morte que a célula propaga sé&o
retransmitidos por meio de vias de sinalizacdo que levam a ativagao das caspases,
iniciando assim, a destruicado celular (Cohen, 1997). As caspases sao classificadas
em dois tipos: iniciadoras, como as caspases 2, 8, 9, 10 e 11, e efetoras/executoras,
como as caspases 3, 6 e 7 (Xu et al., 2019).

As mudangas morfolégicas que ocorrem durante a apoptose incluem
encolhimento do tamanho celular, fragmentagdo nuclear e do material genético, e
formagao pequenas vesiculas chamadas de corpos apoptéticos. O encolhimento é
iniciado no estagio inicial da apoptose, levando a um empacotamento extremamente

denso do conteudo celular. Simultaneamente, é iniciado a condensacgao irreversivel
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da cromatina, seguido de fragmentagdo nuclear, levando a formagdo de corpos
apoptoticos, que sdo entdo englobados por células fagociticas (K. Xu et al., 2017).

Proteinas da familia Bcl-2 s&o responsaveis pela regulagdo da apoptose, e
elas sdo divididas em duas classes: proteinas pro-apoptéticas, como a Bax e a Bak,
e proteinas anti-apoptoticas, como a propria Bel-2 e a MCL-1 (Cory and Adams, 2002).
O gene P53 também esta envolvido com a apoptose, uma vez que sua ativagéo induz
a transcricdo de Bax, iniciando assim, o processo apoptotico (Xu et al., 2019).

Estimulos externos e internos, que envolvem uma ampla variedade de
proteinas e transdutores de sinal, bem como cascatas de vias de sinalizagdo, podem
iniciar a apoptose através de vias extrinsecas e intrinsecas (Xu et al., 2019).

A via extrinseca é iniciada através da ligagao de proteinas, como o TNF e
o Fas, aos receptores celulares, conhecidos como receptores de TNF (TNFR-1 e
TNFR-2). A interacdo do TNF com seus receptores leva ao recrutamento de duas
proteinas adaptadoras: o dominio de morte associado ao receptor TNF (TRADD, de
TNF receptor-associated death domain), e a proteina de dominio de morte associada
ao Fas (FADD, de Fas-associated death domain protein) (Xu et al., 2019). Estas
proteinas ativam as caspases iniciadoras 8 e 10, que, por sua vez, ativam caspases
finalizadoras, como a 3, 6 e 7, responsaveis pela fragmentagéo nuclear e clivagem do
material genético (D’Arcy, 2019).

A via intrinseca, também conhecida como via mitocondrial, € ativada por
estimulos internos da célula. A auséncia citocinas e fatores de crescimento
necessarios para a sobrevivéncia celular leva a expressdo de genes apoptoticos,
como PUMA, NOXA e BAX, iniciando assim a apoptose através da ativagdo da
caspase 9 (D’Arcy, 2019). Outros estimulos incluem: hipdxia, toxinas microbianas,
radiacdo e espécies reativas de oxigénio (Brenner and Mak, 2009).

Alguns estudos na literatura sugerem que a apoptose esta associada a
manutengao das DIl. Ja foram relatados, em mucosa intestinal inflamada de pacientes
com RCU, um aumento da proteina ligante de Fas (FasL), bem como apoptose de
enterocitos por aumento de metaloproteinases em pacientes com DC na fase ativa (Di
Sabatino et al., 2003; Souza et al., 2005).

1.7.2 Autofagia
A autofagia é responsavel pela reciclagem de grandes complexos

proteicos, incluindo o inflamassomo (complexo sinalizador multiproteico que medeia a
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resposta imunoldgica), que as proteases nao foram capazes de degradar (Harris et
al., 2017). Portanto, € um processo vital para a manutengdo da homeostase
intracelular.

Em condi¢des inflamatérias, a autofagia € um processo importante na
resposta do sistema inato e adaptativo por auxiliar no controle de eliminagao de
citocinas proé-inflamatérias, bem como na apresentagdo de antigenos (Wang et al.,
2019). O processo autofagico € mediado por um complexo chamado de ULK1, que,
para formar um autofagoporo, ativa o complexo quinase fosfoinositideo classe Il
(P13K). Um outro complexo, composto por ATG5, ATG12 e ATG16L, juntamente a
proteina de cadeia leve associada a microtubulos lipidados (LC3Il), estimula o
autofagoporo e forma o autofagossomo. Uma proteina chamada p60 se liga ao LC3lI
para englobar as proteinas alvo da autofagia (Ndoye and Weeraratna, 2016).

Ha trés principais formas de autofagia: autofagia mediada por chaperonas,
microautofagia, e macroautofagia (D’Arcy, 2019). Na autofagia mediada por
chaperonas, ocorre uma interagdo de chaperonas com a regidao de pentapeptideos
presente nas proteinas citoplasmaticas alvos da autofagia. Esta interagdo ativa o
receptor LAMP-2A na membrana lisossomal, ativando assim a degradagédo pelos
lisossomos (Dice, 2007).

A microfagia pode ser ativada por moléculas sinalizadoras presentes no
produto alvo, promovendo assim, uma fus&o lisossomal mais especifica (Samoila et
al., 2020). Na macroautofagia, componentes celulares, como organelas, agregados
proteicos e até antigenos intracelulares, sdo englobadas em vesiculas com membrana
dupla, chamadas de autofagossomos, que se fundem aos lisossomos, formando um
autolisossomo (ou autofagolisossomo), para que este componente englobado seja
degradado pelas enzimas lisossomais (D’Arcy, 2019; Samoila et al., 2020).

Estudos de associacdo génica reportaram polimorfismos do gene
ATG16L1, um dos principais da autofagia, com a DC, e isto levantou hipdteses de que
a autofagia é um dos fatores envolvidos na manutengdo da doenca (Hampe et al.,
2007; Rioux et al., 2007). Recentemente, este gene também foi associado a RCU:
pacientes com mutag¢des no gene ATG16L1 tendem a ter uma cicatrizagéo deficiente
da mucosa intestinal, necessitando assim, de mais intervengcdes medicamentosas do
que aqueles sem as mutacdes (Nuij et al., 2017).

Outras moléculas relacionadas a autofagia também foram associadas a

RCU. Em pacientes que se encontram na fase ativa da doencga, foi observado uma



46

diminuic¢ao significativa do fator de transcricdo de ativacao 4 (ATF4). Este fator € uma
importante proteina relacionada a autofagia e sua diminuicdo sugere que ha uma
redugéo do processo de autofagia nos pacientes com RCU (Hu et al., 2019). Alguns
estudos também reportaram que influéncia do receptor de vitamina D (VDR) na RCU.
A ativacdo deste receptor em células intestinais pode amenizar o processo
inflamatorio ao suprimir a autofagia mediada por inflamassomos (Law et al., 2019).
Entretanto, Bakke e colaboradores observaram uma baixa expresséo de VDR e uma
disfungéo na sinalizagao de vitamina D/VDR em pacientes com RCU (Bakke and Sun,
2018).

Além disso, quando ha um processo inflamatério na mucosa intestinal,
algumas bactérias comensais, como a Escherichia coli, se aderem as células epiteliais
intestinais, ndo sendo capaz assim, de ser englobada pelos autofagossomos (Palmela
et al., 2018).

1.7.3 Estresse do reticulo endoplasmastico (ERE)

O reticulo endoplasmatico (RE) é responsavel pela sintese e dobramento
das proteinas de membrana e secretoras, além de ser associado a homeostase de
calcio intracelular, metabolismo de energia e biossintese de lipideos (Cao et al.,
2013b; Hetz, 2012).

Ao finalizar o processo de transcrigdo, a molécula de RNA mensageiro
(mRNA) é translocada ao RE para iniciar a translagdo. As proteinas sao sintetizadas
nos ribossomos presentes na membrana do RE. O polipeptideo recém feito contém
um dominio de sinal N-terminal, que, ao ser reconhecido pelas particulas sinalizadoras
de reconhecimento, é levado ao lumen do RE via complexo transolocon. A sequéncia
sinalizadora do N-terminal € entdo clivada e se iniciam as modificacbes pods-
translacionais, assistidas por chaperonas especificas para que a cadeia peptidica
adquira sua forma estrutural final (Adams et al., 2019).

Ha alguns tipos celulares, como plasmdécitos, células 3 secretoras de
insulina, e determinadas condi¢des, como processo inflamatério, que requerem uma
alta taxa de sintese proteica, podendo sobrecarregar o RE (Adams et al., 2019).
Quando ha o comprometimento do RE em realizar tais fungdes, ocorre o acumulo de
proteinas mal formadas em seu lumen, levando a uma condigdo chamada estresse

do reticulo endoplasmatico (ERE), promovendo efeitos deletérios na célula, incluindo
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morte celular. Ha, entretanto, uma resposta celular mediada por sinais transdutores a
ativacao do ERE, chamada de UPR (unfolded protein response) (Ma et al., 2017).

A UPR é uma resposta adaptativa que tem o objetivo de restaurar a
homeostase do RE, prolongando assim, a sobrevida da célula. Na UPR, ocorre
bloqueio de todo o processo translacional das moléculas de RNA mensageiro, e as
proteinas mal formadas acumuladas no RE sao direcionadas para a via de
degradagéo (ERAD, de ER-associated protein degradation) (Ma et al., 2017).

A ativacao da UPR é mediada por trés principais sensores, presentes na
membrana do RE: quinase transmembranar/endonuclease 1 que requer inositol
(IRE1, de inositol-requering transmembrane kina/endonuclase-1), quinase
pancreatica RE elF2a (PERK, de pancreatic ER elF2a kinase), e o fator de transcri¢ao
ativador 6 (ATF6, de activating transcription factor 6) (Cox et al., 1993; Haze et al.,
1999; Shi et al., 1998). Para manté-las inativas em condi¢des normais, a proteina de
imunoglobulina de ligagdo (BiP, de binding immunoglobulin protein), também
conhecida como chaperona GRP78 (HSPAS), se mantém ligada ao IRE1, ao PERK e
ao ATF6. Entretanto, o acumulo de proteinas mal formadas faz com que o BiP se
dissocie das proteinas, ativando-as e iniciando a cascata de sinalizagao da UPR (Cao,
2015; Ma et al., 2017) (figura 6).
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Figura 6 — Cascata de ativagdo da do ERE e da UPR. Adaptado de Ma et al., 2017
(Ma et al., 2017).

A barreira epitelial, como ja discutido previamente, € responsavel pela
producdo de glicoproteinas, como a mucina, protegendo assim, toda a mucosa
intestinal. Nas DII, entretanto, a disbiose leva a um estimulo da producdo de mucina
(MUC2) e gradiente anterior 2 (AGR2), na tentativa de melhorar a barreira contra
invasédo de patdégenos. Este estimulo pode levar a uma sobrecarga no processo de
estruturacao proteica no lumen do RE nas CEl, podendo ativar, assim, o ERE e a UPR
(Ma et al., 2017).

A AGR2 é uma proteina presente em células de Globet, Paneth e
enterocitos do intestino grosso. Ela auxilia na estruturagdo proteica ao corrigir as
pontes dissulfeto em proteinas ja formadas (Feige and Hendershot, 2011). Modelos
experimentais mostraram que a deplegcdo do gene AGR2 levou a ativagdo do ERE
através a ativagcdo da via IRE1 e induziu um quadro de colite grave ao diminuir o

numero de células de Globet (Zhao et al., 2010). Além disso, um trabalho feito por
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Zheng e colaboradores reportou que pacientes com RCU apresentam uma diminuigéo
da expressao de AGR2, sugerindo que a proteina apresenta um papel importante na
fisiopatologia da doenga (Zheng et al., 2006).

A secrecdo de MUC2, considerada o maior componente da mucina, requer
uma formacéo das pontes dissulfeto nos dominios N e C-terminal dentro do lumen do
RE (Ma et al., 2017). Mutag¢des do gene MUC?2 foram associadas a uma disfuncao da
estruturacdo proteica, causando assim, o acumulo de proteinas mal formadas e
consequente ativacdo do ERE, bem como a inflamacéo e desenvolvimento de colite
espontanea (Heazlewood et al., 2008). Este resultado também foi observado em
estudo com pacientes que apresentam RCU e DC (Hanski et al., 1999).

A tabela 2 mostra a deplegao de diversos genes relacionados ao ERE e a
UPR que foram associados, em modelos experimentais, com a indugao e manuteng¢ao

da colite.

Tabela 2 — Genes relacionados a ativagao do ERE que influenciam a inducéo e/ou
manutengao da colite experimental. Adaptado de Ma et al., 2017 (Ma et al., 2017)

Gene Possivel mecanismo

IRE1a Aumento da apoptose por CHOP

XBP1 Aumento da apoptose por CHOP

P58/Fk Aumento da apoptose por CHOP

ATF6A Diminuic&o da BiP

MUC2 Inducéo da apoptose e ativacdo do NF-kB
AGR2 Aumento da apoptose por CHOP

O envolvimento imunologico e diversos mediadores inflamatorios
caracteristicos da RCU também tém influéncia na indu¢cdo e manutencdo do ERE. A
citocina anti-inflamatoria IL-10 ja foi associada a modulagdo do ATFG6, auxiliando sua
ligacdo a BiP, evitando assim, que o ERE seja ativado (Shkoda et al., 2007).
Entretanto, modelos experimentais mostram que animais knockout para IL-10
desenvolvem colite espontédnea (Keubler et al., 2015). Ja a citocina pro-inflamatoria
TNF-q, presente em elevadas concentragdes na mucosa intestinais de pacientes com
RCU, foi associada a ativacdo do ERE e da UPR ao induzir a produgao de espécies
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reativas de oxigénio, levando ao acumulo de proteinas mal formadas lumen do RE
(Xue et al., 2005).

1.7.3.1 IRE1

Ha duas principais isoformas estruturais do receptor IRE1: IRE1a e IRE1(,
sendo o IRE1a € a isoforma mais ubiquamente expressa nas células dos mamiferos.
A ativacao do IRE1a ocorre através de homodimerizagdo e trans-autofosforilagcao
apo6s a dissociacdo da BiP devido ao acumulo de proteinas mal formadas no lUmen
do RE (Gardner and Walter, 2011). A forma ativada do IRE1a promove um splicing da
proteina de ligacdo 1 do fator de transcricao X-box (XBP1u), transformando-a em sua
forma ativa Xbp1s, através da remocgao de 26 pares de bases via endoribonuclease
(Calfon et al., 2002).

A IRE1a também pode promover processos bioldgicos, como proliferagéo
celular, inflamacgéo, autofagia e apoptose, sem haver envolvimento da Xbp1. Para
isso, o IRE1a se liga e ativa o fator 2 associado ao receptor de TNFa no citoplasma,
que, por sua vez, ativa a quinase c-Jun N-terminal e/ou o NF-kB, iniciando assim uma
processo inflamatorio ou pro-apoptotico associado ao ERE (Cao, 2015; Ma et al.,
2017).

Ha diversos trabalhos de modelo animal que associam a ativagao da via
IRE1/Xbp1 com inflamac&o intestinal. Esta hipotese se iniciou com um trabalho
experimental que reportou que ratos com uma deplegdo genética do IRE1SB
apresentavam um nivel elevado de BiP na mucosa intestinal do célon, aumentando
assim, a susceptibilidade da indugédo de colite por sulfato de dextrano sodico (DSS)
(Bertolotti et al., 2001). Um outro estudo, também experimental, mostrou que esta
deplecgao de IRE 18 dificultava o controle de produg¢ao de mucina em células de Globet,
levando assim ao um aumento de mucina e prejudicando a integridade da barreira da
mucosa (Tsuru et al., 2013).

Em um outro estudo experimental com avaliagdo in vitro, Zhang e
colaboradores observaram que a delegcédo genética de IRE1a em CEl promoveu uma
colite espontanea em camundongos. Esta colite foi causada devido a perda de fungéo
das células Globet e, consequentemente, ao comprometimento da barreira epitelial.
Além disso, os camundongos knockout para IRE1a (IRE71a”") estdo mais susceptiveis
a inducao de colite com o uso de DSS e ao processo apoptdtico causado pela ativagao
do ERE (Zhang et al., 2015).
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Kaser e colaboradores realizaram um estudo com biopsias de mucosa
intestinal de pacientes com DC e RCU, e observaram polimorfismos de nucleotideos
unicos no gene XBP1 (Kaser et al., 2008). O papel do XBP1 nas DIl também ja foi
validado no brago experimental do mesmo estudo, em que foi observado que
camundongos Xbp 17-(E€) desenvolviam inflamag&o intestinal espontaneamente, além
de apresentarem uma barreira intestinal com alta permeabilidade, facilitando a
invasdo de patogenos.

1.7.3.2 PERK

A ativagao da via PERK ocorre de forma similar a da via IRE1: o acumulo
de proteinas mal formadas no lumen do RE leva a dissociagao da BiP do dominio da
PERK, promovendo sua homodimerizagao e trans-autofosforilagdo (Ma et al., 2017).

Quando ativada, a proteina PERK realiza a fosforilagdo da subunidade a
do fator de iniciacdo de tradugdo eucaridtica 2 (elF2a), caracterizado como um
complexo de iniciagdo do processo de translagdo. Assim, a forma fosforilada da elF2a
(p-elF2a) atenua a sintese proteica, diminuindo a sobrecarga de proteinas mal
formadas (Ma et al., 2017).

A p-elF2a possui uma seletividade para a translagdo do ATF4, um dos
fatores de transcricao responsavel pela resposta oxidativa e inducéo de apoptose via
CHOP (C/EBP homologous protein). A ativagao da CHOP via ATF4 induz a expresséo
de genes envolvidos na maquinaria de sintese proteica, reduzindo sua produgao, e de
genes envolvidos com apoptose especifica por ativagdao de ERE. O CHOP, também
conhecido como DDIT3 (DNA damage-inducible transcript 3), esta diretamente ligado
ao processo de apoptose ao suprimir a agao anti-apoptética da Bcel-2 e induzir a agao
pré-apoptética da Bim (Urra et al., 2013). Além disso, a ativagdo do CHOP induz a
expressao da oxidase 1a do RE, que eleva a geragao de espécies reativas de oxigénio
e liberac&o de ions de calcio, favorecendo a apoptose (Tabas and Ron, 2011).

Além da inducao da apoptose, a via PERK também pode promover a
sobrevivéncia celular, agindo assim, como um regulador molecular que auxilia no
destino da célula. A molécula elF2a pode ser desfosforilada por fosfatases, como a
GADD34 e sua subunidade 15B (conhecida como CReP), gerando assim um feedback
negativo na sinalizagao da via PERK-elF2a (Chambers et al., 2015).

A ativagdo da via PERK também ja foi associada as DIl. Cao e
colaboradores mostraram que o epitélio intestinal de ratos deficientes para produgao
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de Xbp1, ATF6a e P58 apresentam uma elevada expressdo de CHOP (Cao et al.,
2013a). O mesmo resultado foi observado em um estudo com pacientes com DI|
realizado por Kaser e colaboradores (Kaser et al., 2008).

Ademais, ativacado de CHOP diminuiu a expressao do receptor y ativado
por proliferador de peroxissoma, um regulador negativo do NF-kB. A diminuigdo deste
receptor leva a maior ativagado do NF-kB, induzindo assim, a expresséo de genes pro-
inflamatorios (Park et al., 2010). Além disso, Goodall e colaboradores reportaram que
a CHOP, quando ativada, aumenta a producio de IL-23, que por sua vez, aumenta a
producdo de IL-17 (Goodall et al., 2010). Tais citocinas ja foram associadas a
inflamagéo intestinal (Geremia and Jewell, 2012).

1.7.3.3 ATF6

O fator de transcrigdo de ativacdo 6 (ATF6) se apresenta, em células de
mamiferos, em duas formas homologas: ATF6a e ATF6B (Ma et al., 2017). Apds a
dissociagao da BiP causada pelo acumulo de proteinas malformadas, o ATF6 migra
para complexo de Golgi e sofre um processo de clivagem pela protease site-1 (S1P),
no lumen do Golgi, e -2 (S2P), na regido transmembrana. O fragmento clivado do
ATF6 (ATFo6f) é translocado ao nucleo da célula e ativa a expressdo de genes
relacionados ao processo estrutural proteico como a propria XBP1 e a BiP, de genes
relacionados ao ERAD, ou a apoptose (via CHOP) (Kokame et al., 2001; Yamamoto
etal, n.d.)

Um estudo em modelo experimental mostrou que a deplecao do gene ATF6
leva a reducdo da expressdo de genes de chaperonas, como o BiP e o GRP94
(HSP90B1), e ao aumento da produgdo de CHOP no epitélio colénico (Cao et al.,
2013a). No mesmo estudo foi relatado que ratos knockout para o gene DNAJC3 (P58
), um importante modulador do ERE, apresentam um menor nimero de células
Goblet, levando assim, a uma barreira de mucosa menos eficaz no combate a invasao
de patogenos.

Nao ha, entretanto, nenhum estudo na literatura que avalie a caracterizagao
e o local de ativagdo do ERE em mucosa inflamada de pacientes com RCU. Portanto,
o objetivo deste estudo foi avaliar a ativagdo do ERE e os genes relacionados a UPR,
através de analise de expressao génica, em pacientes com RCU na fase ativa, e
caracterizar a localizagdo histologica desta ativacdo através de analises de

imunohistoquimica e hibrizag&o in situ.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral:
Caracterizar, em um estudo multicéntrico, a ativacdo de ERE em biopsia

intestinal de pacientes com RCU em fase ativa.

2.2 Objetivos especificos:
e Investigar a ativacdo de ERE por meio da expressao génica de PERK,
IRE1, ATF6, e de genes responsivos a UPR em biopsias de mucosa
intestinal de pacientes com RCU.
e Caracterizar, por meio de técnicas de imunohistoquimica e hibridizagéo in
situ, a localizagdo da ativagao do ERE.
e Avaliar a expressédo génica de citocinas inflamatérias em pacientes com

RCU que apresentam ERE ativado.



3. Casuistica e Metodologia

3.1 Casuistica
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Vinte e dois pacientes com RCU (tabela 3) que foram submetidos a

ileocolonoscopia durante rotina médica no Gastrocentro, na Universidade Estadual de

Campinas (Unicamp) e no setor de gastroenterologia do Hospital Clinic de Barcelona,

Espanha, foram selecionados para compor o grupo retocolite ulcerativa (RCU).

Também foram selecionados 17 sujeitos submetidos a colonoscopia por outros

motivos que ndo por doenga inflamatoria intestinal para coleta de bidpsias intestinais

sem alteragbes endoscopicas para compor o grupo controle (Grupo CTR).

Tabela 3 — Dados clinicos e demograficos dos pacientes com retocolite ulcerativa

e seus respectivos controles incluidos no estudo

Grupo Controle (CTR) Retocolite ulcerativa (RCU)
Numero de pacientes 17 22
Sexo (masculino/feminino) 7/10 5/17

Idade (mediana — min/max)

56 anos (35 - 69)

42 anos (27 - 75)

Tempo de RCU
(mediana - min/max)

11 anos (1 —25)

Extensao da RCU -—-- 1/6/15
(proctite/colite esquerda/pancolite]
PCR (mediana - min/max) — 0,6 (0,1-6)
Escore de Mayo Global - 8,5(1-11)
(mediana - min/max)
Escore de Mayo Endoscépico -—-- 0/5/3/14
(0/1/2/3)
Infliximabe 4 pacientes
Vedolizumabe 4 pacientes
Tofacitinibe 1 paciente
- Ciclosporina 1 paciente
Medicacdes o Sulfasalazina 2 pacientes
Mesalazina 4 pacientes
Azatioprina 7 pacientes
Corticoesteroide 4 pacientes
Metotrexato 1 paciente
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Fatores de Exclusao

Foram excluidos pacientes que nado apresentavam doencga inflamatéria
intestinal, e/ou aqueles que nao estavam em atividade de doenca, de acordo com
escores especificos.

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

O presente projeto foi submetido e aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Unicamp, sob o numero CAAE 14872313.0.0000.5404 (Anexo 1), e no
Comité de Etica do Hospital Clinic, sob o nimero 2012/7956 (Anexo 2). Todos os
participantes estavam de acordo com a pesquisa e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido antes de iniciar qualquer procedimento.

3.2 Metodologia

Os pacientes com RCU que apresentavam atividade da doenga avaliada
por escores endoscopicos, e pacientes sem o diagnostico de DIl (grupo CTR) foram
selecionados para coleta de seis bidpsias intestinais (de cada paciente) para a
presente pesquisa, apos a concordancia e assinatura do TCLE.

As bidpsias foram separadas para o processamento e extracdo de RNA e
producdo de cDNA, para analise de expressao génica por meio da técnica de gPCR,
e também para analise de imunohistoquimica e hibridizag&o in situ.

As técnicas de gPCR e imunohistoquimica do grupo de pacientes da
Unicamp foram realizadas no Laborat6rio de Investigagdo em Doencgas Inflamatorias
intestinais (LabDIl) da Faculdade de Ciéncias Médicas, e também no Laboratério de
Sinalizagdo Celular (LabSinCel) do Instituto de Biologia da Unicamp. A técnica de
hibridizagdo in situ e de qPCR do grupo de pacientes do Hospital Clinic foram
realizadas no Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), em
Barcelona, Espanha.

3.2.1 Extracao de RNA e producao do cDNA

Foi realizada extracdo de RNA total a partir das amostras processadas dos
pacientes com RCU, e do grupo CTR, segundo método do reagente Trizol (Invitrogen).
Para a producdo do cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
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3.2.2 PCR quantitativo (QPCR) — Real Time PCR

As reagdes de PCR quantitativas em tempo real (rt-PCR) foram realizadas
com as amostras processadas dos pacientes com RCU, e do grupo CTR, através do
sistema TagMan ™ (Applied Biosystems). Para avaliar a ativagcédo dos trés principais
sensores do ERE os primers utilizados foram: EIF2AK3 (Hs_00178128_m1), ERN1
(Hs_00980095_m1) e ATF6 (Hs_00232586_m1). Para avaliar o perfil inflamatorio,
bem como os genes relacionados a apoptose e autofagia, os primers utilizados foram:
IL-6 (Hs00174131_m1), IL-10 (Hs00961622_m1), IFN-y (Hs_00989291 m1), IL-1
(Hs_01555410_m1), IL-23 (Hs_00372324_m1), TNF-a (Hs_00174128 m1), IL-17
(Hs_00174383_m1), Bcl2 (Hs_00608023_m1), Bax (Hs_00180269_m1) e ATG16L1
(Hs_00250520_m1). Para avaliar genes relacionados a UPR e chaperonas, os primers
usados foram: ATF3 (Hs 00231069 m1), CALR (Hs_00189032_m1), STC2
(Hs_00175027_m1), DNAJC3 (Hs_00534483_m1), DDIT3 (Hs_90g1). Os niveis de

transcricdo dos genes alvos foram normalizados usando GAPDH como o gene de

),
),

controle endogeno. A expressao génica foi entdo obtida pelo método delta-delta Ct e
foi mostrada em fold change.

3.2.3 Imunohistoquimica

Amostras de mucosa intestinal dos grupos RCU e CTR foram fixadas em
formol, embebidas em parafina (FFEP), e cortadas a 4 um. Apds a desparafinizagao,
a recuperacéo do antigeno foi realizada com solugéo tampé&o citrato (pH 6,0) por 20
minutos a 95°C. A peroxidase endogena foi bloqueada com uma solugdo de peroxido
de hidrogénio (3% H202 10 volumes), seguida por lavagens em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, 10mM, pH 7,4). Os anticorpos primarios foram diluidos
em uma solugdo de albumina de soro bovino (BSA) a 1% (diluida em PBS) e
incubados a 4°C overnight. Os anticorpos usados foram: anti-phosphor-[Ser51] elF2a
(Abcam - ab32157, rabbit monoclonal) diluido 1/50 em BSA, purified anti-Xbp-1
(COOH terminus) (BioLegend — 555483, rabbit polyclonal) diluido 1/50 em BSA, anti-
GRP78 (Abcam - ab21685, rabbit policlonal) usado na concentragdo de 1ug/ml, anti-
GRP94 (Santa Cruz Biotechnology - sc11402, rabbit policlonal) diluido 1/50 em BSA,
e anti-DDIT3 (BioVision - A1674-100), diluido 1/100 em BSA. A detecgao do sinal foi
determinada com o uso do sistema de detecgdo de imunoperoxidase (Vector
Laboratories), a seguir incubada com solugdo DAB (Dako). As laminas foram ent&o
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contrastadas com hematoxilina, desidratadas com varias concentragdes de alcool e
montadas com Mounting Medium (Dako). As fotografias foram tiradas usando o
microscopio DFC345F X, Leica, com camera digital e software LAS V4.12, Leica.

3.2.4 Hibridizagao in situ (ISH)

A hibridizacdo in situ (ISH) foi realizada usando o RNAscope® 2.5 HD -
RED Assay cromogénico e o sistema HybEZ ™ Hybridization (Advanced Cell
Diagnostics, Hayward, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fornecedor.
Amostras de mucosa FFEP foram cortadas a 4 ym e desparafinizadas por lavagem
com xilol e etanol em concentragcdes absolutas. Os tecidos foram entdo tratados com
solugéo de perdxido de hidrogénio RNAscope por 10 min em temperatura ambiente,
solugéo de reagentes de recuperagao de alvo RNAscope por 15 min a> 99 °C em um
vaporizador e RNAscope Protease Plus por 30 min a 40 °C. Os tecidos foram entao
hibridizados com as sondas de mRNA para ERN1 (497331) e EIF2aK3 (541471) por
2 h a 40°C. Apds lavagem com tampao de lavagem, a amplificagdo do sinal da sonda
hibridizada foi obtida pela aplicagdo em série dos reagentes Amp 1 ao Amp 6. A
solucao Fast Red foi entdo aplicada por 10 minutos para detectar os RNAs alvo. As
segbes foram contrastadas com hematoxilina e montadas com EcoMount (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). O sinal de mMRNA ERN1 e EIF2aK3 foi avaliado
usando um microscoépio Olympus BX51 (Toquio, Japdo) e o software CellF.

3.3. Andlise estatistica

Para avaliagédo estatistica, foi utilizado o teste t de Student, seguido de
analise de significancia de tipo Mann-Whitney. Em todos os experimentos o nivel de
significancia adotado foi p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Perfil de citocinas pré-inflamatérias na mucosa do célon de pacientes com
RCU

Primeiramente, para confirmar a sinalizagao pro-inflamatoria na mucosa de
célon de pacientes com RCU, foi avaliada por rt-PCR a expresséao de citocinas mais
frequentemente moduladas em pacientes com RCU. Para esta analise, foram
incluidos 14 pacientes controles e 18 pacientes com RCU.

O grupo RCU apresentou um aumento significativo (p<0,05), quando
comparado ao grupo controle, dos seguintes transcritos de citocinas pré-inflamatérias:
IL1B, IL6, IL17, IL22, IL23, IFNy e TNFa. A citocina anti-inflamatéria IL-10 também
estava significativamente modulada (p<0,005), mostrando uma possivel tentativa de
resolucéo da inflamacgao (Figura 7A).

A Figura 7B mostra um heatmap das citocinas inflamatorias em ambos os
grupos. Portanto, as respostas imunes tipo 1 (Th1) e 17 (Th17), bem como a resposta
inata, estdo envolvidas na inflamagéao intestinal na RCU.
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Figura 7 - Analise transcripcional de citocinas pré e antiinflamatérias em

pacientes com RCU. Os niveis de transcricdo das citocinas foram determinados por
rt-PCR. (A) Os niveis transcripcionais de IL1B, IL6, IL17, 1L22, IL23p19, IFNy, TNFa e
IL10 estdo mostrados como fold change. (B) Heatmap das citocinas inflamatérias.

**p<0,005. CTR = controle, RCU = retocolite ulcerativa
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4.2 Caracterizacao das vias de ativagcao do ERE

Para investigar quais vias do ERE estavam ativadas em pacientes com
RCU, foram incluidos 14 pacientes controles e 18 pacientes com RCU para o rt-PCR,
5 pacientes controles e 8 pacientes com RCU para a analise imunohistoquimica, 3
pacientes controles e 4 pacientes com RCU para a hibridizagao in situ.

A primeira via do ERE avaliada foi a PERK/elF2a. Foi realizada a técnica
de rt-PCR para investigar a expressdo do gene EIF2AK3, responsavel pela
codificacado da proteina da via PERK de ativacdo. Como resultado, foi observado um
aumento significativo (p<0,05) nos pacientes com RCU quando comparados ao grupo
controle (Figura 8A).

Além disso, através da técnica de hibridizagao in situ, foi investigada a
localizacdo do mRNA de EIF2AK3, bem como, por imunohistoquimica, a expressao
da proteina p-elF2a. A expressao transcricional de células positivas para EIF2AK3 foi
observada na camada epitelial e na lamina propria de pacientes controle, porém, um
aumento significativo de EIF2AK3 foi observado nas células da lamina propria de
pacientes com RCU (Figura 8B). A analise de imunohistoquimica revelou marcagao
de p-elF2a na camada epitelial e nas células da Iamina propria de ambos os grupos,
porém com uma imunorreatividade mais intensa e estatisticamente significativa

(p<0,05) nos pacientes com RCU quando comparados aos controles (Figura 8C e D).
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Figura 8 - Ativagao da via PERK na mucosa do célon de pacientes com RCU. (A)
A analise de expressao de EIF2AK3 foi realizada por rt-PCR. Os niveis transcricionais
de EIF2AK3 sao mostrados como fold change, *p<0,05. (B) A hibridizagao in situ da
sonda EIF2AKS foi realizada em FFEP da mucosa intestinal dos grupos RCU e CTR.
As setas indicam células positivas para EIF2AK3, que s&do mostradas como pontos
rosa. As setas brancas indicam células epiteliais positivas e as setas pretas indicam
células positivas da lamina propria. Escala utilizada: 50 um. (C) Analise quantitativa
da analise por imunohistoquimica para p-elF2a de ambos os grupos. Para RCU, n=5;
para CTR, n=6; **p<0,005. (D) A analise de imunohistoquimica de p-elF2a foi
realizada em laminas embebidas em parafina da mucosa intestinal de ambos os
grupos. As setas indicam células positivas para p-elF2a, que sdo mostradas em
marrom. As setas brancas indicam células epiteliais positivas e as setas pretas

indicam células positivas da lamina proépria. Escala utilizada: 50 um.
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A segunda via do ERE avaliada, foi a via IRE1/Xbp-1. Nao houve diferenca
estatistica nos niveis de transcricdo do gene ERN1 entre os grupos controle e RCU,
conforme determinado por rt-PCR (p>0,05) (Figura 9A). No entanto, a técnica de
hibridizagao in situ revelou que o gene ERN1 estava regulado positivamente na lamina
prépria das amostras de RCU (Figura 9B). Uma vez que Xbp-1 € uma proteina
expressa na ativagao da via IRE1, sua avaliacdo € considerada uma forma precisa
para confirmar se esta via foi de fato ativada ou n&o. Portanto, foi realizada uma
analise de imunohistoquimica utilizando um anticorpo especifico que reconhece a
variante da proteina Xbp-1 (sXbp-1) para investigar a expressdo da proteina
correspondente. Assim, foi observada expressao significativamente maior (p<0,05) de
sXbp-1, principalmente nas células epiteliais do grupo RCU, quando comparadas ao
grupo CTR (Figura 9C e D).
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Figura 9 - Ativacao da via IRE1 na mucosa do célon de pacientes com RCU. (A)
A analise de expressao de ERN1 foi realizada por rt-PCR. Os niveis transcricionais de
ERN1 sao mostrados como fold change, p>0,05. (B) A hibridizagao in situ da sonda
ERN1 foi realizada em cortes histoldégicos da mucosa intestinal de ambos os grupos.
As setas indicam células ERN1 positivas, que sdo mostradas como pontos rosa. As
setas brancas indicam células epiteliais positivas e as setas pretas indicam células
positivas da lamina prépria. Escala utilizada: 50 ym. (C) Analise quantitativa da
coloragao imunohistoquimica para sXbp-1 de ambos os grupos. Para RCU, n=4; para
CTR, n=6; **p<0,005. (D) A analise de imunohistoquimica para sXbp-1 foi realizada
em cortes histolégicos da mucosa intestinal de ambos os grupos. As setas indicam
células positivas para sXbp-1, que sdo mostradas em marrom. As setas brancas
indicam células epiteliais positivas e as setas pretas indicam células positivas da

l&mina prépria. Escala utilizada: 50 ym.
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A via ATF6 foi a ultima via do ERE avaliada. Os niveis transcricionais do
ATF6 nao apresentaram diferencgas significativas entre os grupos RCU e CTR (p>0,05)
e verificou-se pouca variabilidade dos niveis transcricionais entre os pacientes (Figura
10).
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Figura 10 - A analise transcricional de ATF6 em pacientes com RCU. Os niveis
transcricionais de ATF6 sao apresentados como fold change. CTR = controle, RCU =

retocolite ulcerativa.

4.3 Avaliacao de chaperonas e genes responsivos a ativagao de UPR

A regulacdo de genes relacionados com a UPR é desencadeada pela
ativacdo do ERE. Portanto, foi realizada uma analise transcricional destes genes em
amostras de mucosa de coldn de pacientes com RCU e controle. Foi observado um
aumento significativo do gene que codifica a proteina reguladora de calcio
estaniocalcina-2 (STC2) (p<0,005), do fator de transcricdo-3 (ATF3) (p<0,05) e do
fator de transcricéo induzido por dano no DNA (DDIT3) (p<0,05) (Figura 11A). Além
disso, foi observado, em laminas de imunohistoquimica, uma imunorreatividade para
a proteina DDIT3 nas células epiteliais do colon de pacientes com RCU (Figura 11B e
C), corroborando os achados transcricionais do DDITS3.

A ativacado de UPR também pode aumentar a produc¢éo de chaperonas para
resolver o acumulo de proteinas malformadas no RE. Portanto, foi avaliado, por meio
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de técnicas de rt-PCR e imunohistoquimica, se a producdo de chaperonas esta
modulada em bidpsias intestinais de pacientes com RCU. A analise transcricional
mostrou que os pacientes com RCU apresentaram um aumento significativo (p<0,005)
nos niveis transcricionais de genes da familia de proteinas de choque térmico DnaJ
(DNAJC3) que codifica a co-chaperona DNAJC3, do gene CALR, que codifica a
chaperona calreticulina, do gene HSPAS, que codifica a proteina GRP78/BiP e do
gene HSP90B1, que codifica a chaperona GRP94 (Figura 11D). Além disso, a lamina
prépria e as ceélulas epiteliais da mucosa intestinal no grupo RCU mostraram uma
imunorreatividade significativamente maior para GRP78 (Figura 11E e G) e GRP94
(Figura 11F e H) em comparagao com o grupo controle, confirmando os resultados

transcricionais.
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Figura 11 - Ativacao de genes responsivos a UPR e modulagao de chaperonas.
(A) Os niveis transcricionais de STC2, ATF3 e DDIT3 sdo mostrados como fold change
*p<0,05; **p<0,005. (B) A analise de imunohistoquimica de DDIT3 foi realizada em
ldaminas embebidas em parafina da mucosa intestinal de ambos os grupos RCU e
CTR. As setas indicam células DDIT3 positivas, que sdo mostradas em marrom. As
setas brancas indicam células epiteliais positivas e as setas pretas indicam células
positivas da lamina prépria. Escala utilizada: 50 ym. (C) Analise quantitativa da
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coloragdo imunohistoquimica para DDIT3 de ambos os grupos. Para RCU, n=6; para
CTR, n=3; *p<0,05. (D) Os niveis de transcricdo das chaperonas DNAJC3, CALR,
HSPAS5 e HSP90B1 sao mostrados como fold change, **p<0,005. (E-F) A analise
imunohistoquimica de GRP78 e GRP94 foi realizada em laminas embebidas em
parafina da mucosa intestinal de ambos os grupos. As setas indicam células positivas
GRP78 e GRP94, que sdo mostradas em marrom. As setas brancas indicam células
epiteliais positivas e as setas pretas indicam células positivas da l&mina propria.
Escala utilizada: 50 ym. (G-H) Analise quantitativa da coloragdo imunohistoquimica
para GRP78 e GRP94 de ambos os grupos. (G) Para RCU, n=8; para CTR, n=5;
**p<0,005. (H) Para RCU, n=6; para CTR, n=4; **p<0,005. CTR = controle, RCU=

retocolite ulcerativa.

4.4 Analise transcricional de apoptose e genes relacionados a autofagia em
pacientes com RCU

Como a apoptose pode ocorrer como resultado de inflamacédo e/ou da
ativacdo do ERE, também foram avaliados os niveis transcricionais de genes pré e
anti-apoptéticos. O gene BAX estava significativamente aumentado em pacientes com
RCU em comparag¢ao com os controles (p<0,05), enquanto que BCL-2 nao apresentou
modulagdo entre os grupos (Figura 12A). Além disso, também foi avaliado se ha
modulagdo da autofagia em bidpsias de pacientes com RCU. A analise de rt-PCR
mostrou que ATG16L1 estava significativamente maior em pacientes com RCU em
comparagao com o grupo CTR (p<0,05) (Figura 12A). Esses achados reforgam que o
ERE esta ativado em pacientes com RCU, e mecanismos como autofagia e apoptose
sdo tentativas de contrabalancar o dano ao tecido. A Figura 12B ilustra os resultados
deste estudo.
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Figura 12 - Apoptose e autofagia estao modulados em pacientes com RCU. (A)
Os niveis transcricionais de BAX, BCL2 e ATG16L1, conforme determinado por rt-
PCR, sdo mostrados como fold change *p<0,05. RCU = retocolite ulcerativa; CTR =
controle. (B) llustragcao dos resultados mostrando alteragées nas vias que envolvem

marcadores de inflamacao, ERE, autofagia e apoptose em pacientes com retocolite

ulcerativa.
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5. Discussao

A ativacédo do ERE e da UPR tém sido associados a vias inflamatérias em
varias doengas, como doengas autoimunes e infecciosas (Cao et al., 2013a). O
reticulo endoplasmatico (RE) €& uma importante organela responsavel pela
homeostase intestinal e seu estresse e a UPR s&o essenciais para proteger as células
intestinais de infecgdes, por exemplo. Em um modelo experimental utilizando
camundongos que ndo sao capazes de fosforilar a proteina elF2a (via PERK), Cao e
colaboradores demonstraram um aumento da suscetibilidade a infecgcao por
Salmonella Typhimurium e também a colite induzida por sulfato de dextran e sodio
(Cao et al.,, 2014). Com relacédo as DIl, embora o mecanismo molecular que
desencadeia a ativagdo do ERE nessas doengcas ndo seja completamente
compreendido, varios estudos tém relatado o ERE como um componente relevante
na manutenc¢ao da doencga (Cao et al., 2013a; Coope et al., 2019; Rees et al., 2020).
A maioria dos estudos experimentais usando enterdides e animais com colite induzida
tem sugerido que as células epiteliais intestinais (CEl) s&o o principal tipo de célula
onde o ERE é ativado (Chotikatum et al., 2018; Heazlewood et al., 2008; Rees et al.,
2020; Zhang et al., 2020). Os resultados do presente estudo apontam para este
achado, e nossas imagens de hibridizag&o in situ e imunohistoquimica mostraram que,
além da marcacao positiva nas CEIl, também ha ativacdo do ERE em células da lamina
prépria de pacientes com RCU.

Existem poucos estudos que avaliaram o ERE em DIl usando amostras
humanas coletadas por colonoscopia. Tréton e colaboraores relataram que as vias
IRE1 e ATF6, mas nado a via PERK, estavam ativadas em pacientes com RCU (Tréton
etal., 2011). Esses achados, diferentes em relagéo aos nossos resultados, podem ser
devidos ao fato de que, no estudo por Tréton, foi avaliado mucosa intestinal nao
inflamada, e a ocorréncia da inflamagao na prépria RCU pode ativar e exacerbar o
ERE, que, por sua vez, leva a exacerbacgao das vias inflamatorias por meio da ativagao
do NF-kB. A via PERK ativa a expressao do fator de transcrigdo ATF4, um indutor de
DDIT3/CHOP, que, por sua vez, € responsavel por induzir a apoptose apos ativacao
de ERE (Han et al., 2013). Em nosso estudo, observamos que a via PERK esta ativada
nos pacientes com RCU, e ndo em pacientes controles. Essa ativagcao contribuiu para
o aumento da expressdo de DDIT3 nas CEl de pacientes com RCU. Um estudo
publicado por Lin e colaboradores (Lin et al., 2009) mostrou que uma atividade
prolongada de PERK contribui para a indu¢gdo da morte celular. Esses resultados,



71

juntamente com os nossos de RCU, sugerem que essas células ativam a apoptose
para restaurar a homeostase. Além da via DDIT3, observamos aumento da transcri¢ao
de BAX, um gene pro-apoptotico, em pacientes com RCU.

Em um trabalho recém publicado pelo nosso grupo foi avaliado a ocorréncia
de ERE em amostras de colon e do tecido adiposo mesenterial (TAM) em pacientes
com DC (Coope et al., 2019). A mucosa intestinal de pacientes com DC mostrou um
aumento significativo da expressao de genes relacionados ao ERE e a UPR, incluindo
ATF3, DNAJC3, STC2, DDIT3, CALR, HSPA5 e HSP90B1. Os resultados mostraram
que o gene EIF2AK3 estava regulado positivamente, juntamente com o aumento da
expressao da proteina de p-elF2a e razao p-elF2a/elF2a. Além disso, a expresséo do
gene ERN1 estava regulada positivamente, juntamente com um aumento da proteina
sXBP1 da forma spliced/ativada. Apesar do aumento da expressédo do gene ATF6,
nao foram encontradas diferengas na expressao da proteina ATF6.

Embora ndo tenha sido observado, no presente estudo, uma modulagao
transcricional do gene ERN1 por rt-PCR no grupo RCU, imagens de hibridizagdo in
situ e imunohistoquimica mostraram a presenca de mRNA de ERN17 e sXbp-1,
respectivamente, em amostras intestinais de pacientes com RCU. Quando a UPR é
iniciada, todas as trés vias sao ativadas ao mesmo tempo. No entanto, a duragao da
ativagao varia com o tempo. Lin e colaboradores confirmaram, em estudo in vitro, que
as respostas IRE1 e ATF6 se atenuam e a via PERK permanece ativada enquanto a
condigdo de estresse persiste (Lin et al., 2007). Embora ndo seja claro o momento
exato na evolugdo da doenca quando ocorre essa mudanca na modulacédo da UPR,
os pacientes com RCU incluidos em nosso estudo, além de apresentarem atividade
da doeng¢a no momento da inclusdo de acordo com escores endoscoépicos de atividade
da doenga, apresentavam um tempo de doencga prolongado (> 10 anos para RCU),
caracterizado por inflamagao crénica. A auséncia de modulacdo transcricional de
ATF6, a superproducao de citocinas e o longo periodo de atividade das doengas
sugerem que essa via pode ser atenuada, enquanto PERK e IRE1 persistem como
um destino celular que conduz a apoptose.

Tanto a ativacdo do ERE quanto suas tentativas de resolucdo sao
mediadas pelas proteinas de choque térmico (GRP) -78 e -94, que atuam como
chaperonas, auxiliando no restabelecimento da homeostase do RE (Zhu and Lee,
2015). Em condicdes fisiologicas, todas as trés vias inativas de ERE est&o ligadas a
GRP78, também chamada de proteina de imunoglobulina de ligagéo (BiP). Quando
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ha o acumulo de proteinas mal dobradas, o GRP78 se dissocia dos dominios luminais
de todas as trés vias do ERE, ativando a UPR (Zhu and Lee, 2015). Durante a UPR,
a GRP78 também é util para conduzir as proteinas mal formadas a degradacgéao via
ERAD (Ma and Hendershot, 2004). Embora o papel da GRP94 seja mais conhecido
como um mediador da resposta imune relacionada ao ERE (Yang et al., 2007), ele
também auxilia no enovelamento da proteina e direciona a proteina malformada para
a via ERAD (Marzec et al., 2012). No presente estudo, foi avaliado se esses
mediadores da UPR estavam ativados, e foi observado que tanto os genes HSP90B1
quanto o HSPAS, responsaveis por codificarem GRP18 e GRP94 respectivamente,
estdo modulados e expressos pelas células epiteliais e da Iamina propria no grupo
RCU. A iniciacdo da UPR induz a produgdo de genes inflamatorios por meio da
ativacdo do NF-kB (Todd et al., 2008). De fato, foram observados altos niveis de
transcricdo de citocinas pro-inflamatérias em amostras de célon de RCU. Esses
resultados estdo de acordo com o perfil pré-inflamatério caracteristico visto nesses
pacientes (Tatiya-aphiradee et al., 2018). Também foram observados que os
transcritos de IL17 e IL22 estdo regulados em pacientes com RCU. Isso corrobora
com um estudo recente publicado por Powel e colaboradores que mostrou que IL17 e
IL22 promovem ERE e levam as CEl a apoptose in vitro. Os autores também
mostraram que o bloqueio dessas citocinas in vivo reduz a ativacdo do ERE nas
células epiteliais do colon (Powell et al., 2020).

Um dos principais sistemas de degradagao de proteinas é o processo de
autofagia, que é ativado para manter a homeostase celular apés uma condi¢cao de
estresse (Mizushima, 2007). Um estudo GWAS realizado em 2006 identificou o
ATG16L1 como um gene relacionado a autofagia para suscetibilidade de desenvolver
DC (Hampe et al., 2007). Desde ent&o, estudos relatam que ATG16L 1 esta associado
a DC, mas n&o a RCU (Rigoli, 2014). Foi observado no presente estudo, por rt-PCR,
um aumento significativo na expressédo de ATG716L1 no grupo RCU, sugerindo que
ndo ha deficiéncia de autofagia em pacientes com RCU. Este resultado corrobora
varios outros que sugeriram que a ativagdo do ERE induz o inicio da autofagia (Fouillet
et al., 2012; Ghavami et al., 2012; Kishino et al., 2017; Vidal and Hetz, 2012).

Desta forma, o presente estudo identificou que duas das trés vias de
ativacdo do ERE (PERK e IRE1) foram ativadas na mucosa do colon de pacientes
com RCU ativa. Tais achados sugerem que o ERE pode contribuir para a manutengéo
da inflamac&o neste tecido. O aumento de marcadores de apoptose e autofagia
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reforca que a UPR nao é suficiente para controlar a inflamagéo e o dano tecidual em
pacientes com RCU, sendo incapaz de restaurar a homeostase, induzindo assim a
célula a apoptose. Essas descobertas vislumbram novos alvos moleculares com

potenciais implicagdes terapéuticas no futuro.



74

6. Conclusao

Por meio deste estudo multicéntrico, concluimos que:

e Houve aumento dos niveis transcricionais de citocinas pro-inflamatorias na
mucosa coldnica de pacientes com RCU.

e Observou-se a ativagcdao do ERE em biopsia intestinal de pacientes com
RCU em fase ativa, por meio do aumento significativo de transcritos
relacionados as vias PERK e IRE1, e de genes responsivos a UPR em
biépsias de mucosa intestinal de pacientes com RCU.

e N&o houve evidéncia de ativagdo do ERE por meio da via ATF6.

e A imunohistoquimica e hibridizag&o in situ complementaram os achados

transcricionais.
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8. Anexos
8.1 Anexo 1 — Parecer de aprovaciao do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp

CO_MISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA W
PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo de biomarcadores em doenca inflamatonia intestinal.

Pesquisador: Raquel Franco Leal
Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biologico
humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperag¢do com o Governo Brasileiro;);
Pesquisas com coordenagao efou patrocinio originados fora do Brasi, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Govemo Brasileiro;
Versao: 9
CAAE: 14872313.0.0000.5404
Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Laboratorio de Gastroenterologia do Instituto IDIBAPS- Hospital Clinic Barcelona

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4 237 201

Apresentagio do Projeto:

As informagdes contidas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa™ e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios™ foram obtidas do documento Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_1578065_E1.pdf de 16/06/2020).

INTRODUGAO

1. IntrodugdoA incidéncia crescente das doencas inflamatorias intestinais (DI1), em particular a doenga de
Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI), tem suscitado pesquisas com relagdo a
etiopatogenia e a biomarcadores envolvidos com essas afecgdes. A DC e RCUI sdo doengas cronicas
intestinais, multifatoriais, que ocorrem principalmente entre a segunda e terceira décadas de vida em paises
desenvolvidos. Estudos epidemioldgicos demonstram o aumento da incidéncia da DC nas Ultimas trés
décadas na maioria dos paises ocidentais, refletindo o efeito de mudancgas nos fatores ambientais,
certamente importantes na patogénese da doenca. A prevaléncia da DC nos Estados Unidos € de
43,6/100.000 habitantes da raca branca, 29,8/100.000 habitantes afro-americanos, 4,1/100.000 habitantes
hispdnicos e 5,6/100.000 habitantes de
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atividade da doenca e mesmo na sua evolugdo e prognostico. O esperado, quando se transpde esses
conceitos para as condi¢des potencialmente inflamatorias na mucosa de pacientes com doenca inflamatoria
intestinal (DII), &€ que haja a possibilidade de se antever futuras transformacdes, dentro desta cascata
inflamatoria, que poderiam estar associadas a ocorréncia das mesmas. Além disso, ha grande interesse no
desenvolvimento de biomarcadores sanguineos nas DIl que possam auxiliar no diagnostico e prognostico da
enfermidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
EMENDA 1

Justificativa:
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Emenda n° 1 que tem como objetivos:

- Incluir como membro da pesquisa o aluno de Doutorado, Bruno Lima Rodrigues, que ira realizar seu
estudo com os dados provenientes do sequenciamento transcricional realizado e previsto no estudo ja
aprovado pelo CEP.

- Alteracdes no projeto: consistem na inclusdo de mais um objetivo especifico (estudo de transcritos das vias
de estresse do reticulo endoplasmatico). Os pesquisadores irdo estudar os transcritos que codificam
proteinas das vias do estresse do reticulo endoplasmatico que apareceram diferencialmente modulados no
sequenciamento realizado, e os resultados serdo validados por gPCR e analise histologica, também
metodologias ja previstas no projeto.

Como esse objetivo especifico estava contemplado nos objetivos gerais do projeto, ndo houve modificacdes
nos TCLEs.

Centro participante:
Instituicdo: Hospital de Clinicas — UNICAMP
Pesquisador Responsavel: Raquel Franco Leal

Cenfro co participante:

Instituig@o: Laboratorio de Doencas Inflamatérias Intestinais, IDIBAPS, Barcelona
Pesquisador Responsavel: Azucena Salas Martinez
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Documentos Postados:

PB_INFORMAQC)ES_BASICASJ 578065_E1.pdf, gerado pela Plataforma Brasil 16/06/2020
PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CONEP_770243.pdf, postado na Plataforma Brasil em 16/06/2020
Carta_CEP.doc, postado na Plataforma Brasil em 16/06/2020

Carta_CEP.pdf, postado na Plataforma Brasil em 16/06/2020

Projeto_emenda_1.pdf, postado na Plataforma Brasil em 16/06/2020

Projeto_emenda_1.doc, postado na Plataforma Brasil em 16/06/2020

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao foram encontrados obices éticos na presente emenda.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugcdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacdo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situacdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_157806| 16/06/2020 Aceito
do Projeto S5 E1.pdf 16:32:51
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_( 16/06/2020 |Raquel Franco Leal Aceito
CONEP 770243.pdf 15:58:14

Outros Carta_CEP.doc 16/06/2020 |Raquel Franco Leal Aceito
15:57:57

Qutros Carta_CEP.pdf 16/06/2020 |Raquel Franco Leal Aceito
15:56:08

Projeto Detalhade / |Projeto_emenda_1.pdf 16/06/2020 |Raquel Franco Leal Aceito
Brochura 15:55:44
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8.2 Anexo 2 — Parecer de aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital

Clinic

CLINIC

BARCELONA

Hospital Universitari

Xavier Carné Cladellas, Presidente del Comité Etico de Investigacion

Clinica (CEIC) del Hospital Clinc de Barcelona.

CERTIFICA:

Que el Comité de Investigacion del Hospital Clinic, en la sesién
celebrada en el dia de hoy, ha analizado el proyecto de investigacion
titulado:

Biologic Assessment of Response and relation to Clinical activity,
Endoscopic and radiologic Lesions, in IBD patients ON Anti TNF-
therapies (BARCELONA). V.1 de 25 d'octubre de 2012

cuyo investigador principal es el Dr. Panés Diaz, Julian

OF - G-08431173

del Servicio de Gastroenterologia

entendiendo que dicho estudio se incluye en una de las lineas de
investigacion biomédica acreditadas en este centro, cumpliendo
los requisitos metodologicos necesarios, y que es viable en todos
sus términos, por lo que lo ha considerado adecuado y ha decidido

su aprobacién.

Lo que firmo en Barcelona, a 22/11/2012 C L l \l ! (,

Hospital Unmiversitas
(—:)PII;L—L'K
|H[SHL:I(|0 CLHICA

Registro: 2012/ 7956

HOSPITAL CLINIC DE BARCELONA

rl]]} Generalitat de Catalunya Villarrool, 170 - 08036 Gnrrrlcnnr[['-mf\ﬂ) 3 UNIVERSITAT OE BARCELONA
Departament de Salu( Tel, 93 227 54 00 Fax 93 227 54 54
www.hospitaiclinic.org



