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RESUMO
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A retocolectomia total com anastomose do reservatério ileal ao canal anal ¢ a cirurgia de
escolha para doentes com retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) refratéria ao tratamento
clinico e para polipose adenomatosa familiar (PAF), com pdlipos retais. A ileite do
reservatorio ¢ uma das complicagdes mais comuns, sendo freqliente nos doentes com
RCUI, porém rara na PAF. Objetivo: Avaliar a atividade inflamatoéria e apoptotica em
mucosa de reservatorios ileais endoscopicamente normais pela expressio de IFN-y,
STAT-1, IL-10, SOCS-3, Bax, Bcl-2, FADD/Caspase-8 e Apaf-1/Caspase-9 em RCUI e
PAF operados. Casuistica e Métodos: Estudou-se 18 doentes submetidos a cirurgia com
reservatorio ileal (RI) em “J”, sendo nove doentes com RCUI e nove com PAF. O grupo
controle foi constituido por nove doentes com ileo-colonoscopia normal. As bidpsias foram
congeladas em nitrogénio liquido e as expressoes de IFN-y, STAT-1, IL-10, SOCS-3, Bax e
Bcl-2 foram avaliadas por meio de imunoblot de extrato protéico total. As expressdes de
FADD/Caspase-8 e Apaf-1/Caspase-9 foram determinadas por meio de ensaio de
imunoprecipitacdo e imunoblot. Utilizou-se imunoistoquimica para Bax e Bcl-2 e
imunofluorescéncia com Anexina V. Resultados: Expressio de STAT-1 foi maior em
RCUI, quando comparada com PAF e controles (p<0.05). A expressdo de IFN-y foi maior
em RCUI quando comparada aos controles (p<0.05). Expressdes de IL-10, SOCS-3 ¢ Bcl-2
foram semelhantes em todos os grupos (p>0.05). Expressao de Apaf-1/Caspase-9 foi maior
em RCUI comparada a PAF (p<0.05), entretanto FADD/Caspase-8 foi similar entre os
grupos (p>0.05). Conclusdo: Os doentes com RCUI apresentaram maiores niveis das
citocinas pro-inflamatorias na mucosa do RI, sendo estas semelhantes aquelas presentes em
mucosa colorretal de RCUI ativa, mesmo na auséncia de sinais clinicos e endoscopicos de
ileite do reservatdrio. Além disso, houve expressdo aumentada de proteinas pro-apoptoticas
no Grupo RCUI, podendo justificar a maior susceptibilidade dos doentes operados por
RCUI a esta complicagdo. Demonstrou-se também, alteracdo dos mecanismos de apoptose
em PAF, que poderia explicar a diminuicdo da renovacgdo celular e presuntivamente, o

aparecimento de adenomas nesta sindrome.
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Ileal pouch-anal anastomosis is the surgical procedure of choice for patients with refractory
ulcerative colitis (UC) and for familial adenomatous polyposis (FAP) with rectal polyps.
Pouchitis is the most common complication in UC, while it is quite rare in FAP. Objective:
Evaluate the inflammatory and apoptotic activity in endoscopically normal ileal pouch
mucosa, by determining the expressions of IFN-y, STAT-1, IL-10, SOCS-3, Bax, Bcl-2,
FADD/Caspase-8 and Apaf-1/Caspase-9 in operated patients with UC and FAP. Patients
and Methods: Eighteen patients submitted to total retocolectomy and J pouch were
evaluated; nine were patients with UC and nine with FAP. The control group consisted of
nine individuals with normal ileo-colonoscopy examination. The collected specimens were
snap-frozen in liquid nitrogen and expressions of I[FN-y, STAT-1, IL-10, SOCS-3, Bax and
Bcl-2 were determined by immunoblot of total protein extracts. FADD/Caspase-8 and
Apaf-1/Caspase-9 were evaluated by immunoprecipitation and immunoblot.
Immunohistochemistry analysis for Bax and Bcl-2, and immunofluorescence with Annexin
V assays were applied in all biopsies. Results: STAT-1 expression was increased in patients
with UC, when compared with FAP and controls (p<0.05). IFN-y expression was increased
in UC when compared with controls (p<0.05). IL-10, SOCS-3 and Bcl-2 were similar
among the groups (p>0.05). Apaf-1/Caspase-9 expression was increased in UC when
compared with FAP (p<0.05); however FADD/Caspase-8 was similar in the groups
(p>0.05). Conclusion: Patients with UC had increased pro-inflammatory cytokines levels,
even without clinical and endoscopic evidence of pouchitis; these alterations were similar
to those of UC disease. Indeed, there was increased pro-apoptotic protein expression in UC.
These findings may suggest a higher susceptibility to this complication in operated patients
with UC, when it was compared to PAF. In addition, a down-regulation of apoptosis in
FAP was observed, possibly explaining the decreased cell turn over and presence of

adenomas in this syndrome.
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1.1- Consideracoes Gerais

A retocolectomia total com confecgdo do reservatorio ileal (RI) e anastomose
ao canal anal tem sido a melhor op¢ao, nas tltimas trés décadas, para o tratamento cirurgico
da retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) e da polipose adenomatosa familiar (PAF)
(PARKS e NICHOLLS, 1978; GOES et al., 1984; NICHOLLS et al., 1985a; NICHOLLS,
1987; NICHOLLS e BANERJEE, 1998; M’KOMA, 2006; MCGUIRE et al., 2007).

Anteriormente a criagdo da cirurgia do RI, Nissen (1933) descreveu um doente
com PAF que foi submetido a anastomose ileo-anal em trés estidgios, com resultados
iniciais satisfatorios. Quatorze anos apoés, relataram-se cirurgias em que se removia a
mucosa retal, permanecendo a camada muscular do reto e esfincteres anais, refazendo-se o
transito com sutura do ileo na linha pectinea (RAVITCH e SABISTON, 1947; RAVITCH,
1948). Martin et al. (1977) publicaram os resultados da anastomose ileo-anal em 17
criangas operadas por RCUI, obtendo sucesso nos resultados funcionais em 15 delas.
Entretanto, o resultado funcional em adultos foi considerado ruim e estas técnicas foram
abandonadas. Foi somente em 1978, que o RI com anastomose ao canal anal foi descrito
por Parks e Nicholls (1978), seguindo o trabalho original de Valient e Bacon (1955) e
adotando principios da ileostomia continente de Koch (KOCK, 1976).

Varias modifica¢des na confeccdo do RI foram propostas como alternativas ao
formato original em “S” (PARKS e NICHOLLS, 1978; NICHOLLS et al., 1984) e ao em
“J> (UTSUNOMIYA et al, 1980). Reservatorios com alcas isoperistalticas
(FONKALSRUD, 1980; FONKALSRUD, 1984), em “W” (NICHOLLS e PEZIM, 1985b)
e em dupla cimara (GOES et al., 1993) foram descritos, visando o aprimoramento da

funcao de armazenamento do conteudo fecal, assim como o seu esvaziamento adequado.

O RI em “J” tem sido o mais utilizado, com relatos de acompanhamento a
longo prazo (DOZOIS, 1985; NICHOLLS et al., 1985a; PEZIM e¢ NICHOLLS, 1985;
GOES et al., 1987; NICHOLLS e BANERJEE, 1998; GOES et al., 2000; TEIXEIRA et al.,
2003; GOES et al., 2004; M’KOMA, 2006). Este tipo de reservatdrio apresenta como
vantagens a facilidade na sua confec¢do, além de maior eficiéncia de evacuacdo

(O’CONELL et al., 1987, GOES e BEART, 1995).
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Desde a proposta de criagao dos reservatorios ileais, inicialmente apresentados
como técnica segura e alternativa a confeccdo de derivagdo intestinal definitiva, foram
observadas complicagdes decorrentes do procedimento, como obstrugdo intestinal, estenose
da anastomose ou sepse pélvica. No entanto, uma das complicagdes mais freqiientes no
pos-operatorio, ¢ a inflamagdo inespecifica do RI, cuja etiologia ndo ¢ totalmente
compreendida e ainda apresenta aspectos pouco esclarecidos, como sua maior ocorréncia

em pacientes com RCUI, justificando a realizag@o de estudos sobre este assunto.

1.2- Dados da Literatura
1.2.1- Ileite do reservatorio

A ileite primaria do reservatério (“pouchitis”) é a inflamacao inespecifica do
RI, sendo a complicacdo tardia mais comum, principalmente nos portadores de RCUI.
Nestes, esta ocorréncia pode ser superior a 50% dos casos em cinco anos de
acompanhamento pds-operatorio, enquanto que apenas 5% dos doentes com PAF operados
a apresentam (MOSKOWITZ et al., 1986; TEIXEIRA et al., 1999; KIEHNE et al., 2006;
MCGUIRE et al., 2007; LEAL et al., 2008a). O risco cumulativo desta complicacdo ¢ de
48% em 10 anos, conforme Meagher et al. (1998) em relato de 1310 doentes portadores de

RCUI operados com anastomose do reservatorio ileal no canal anal.

A inflamagao do RI pode ser aguda (evolugdo com menos de trés meses) ou
cronica e o diagndstico ¢ feito por meio das manifestacdes clinicas, achados endoscopicos e
histologicos (SANDBORN, 1994a; HEUSCHEN et al., 2001; HEUSCHEN et al., 2002;
SHEN et al., 2003). Aproximadamente 5% a 10% desenvolvem a forma cronica desta

complicacdo (MCGUIRE et al., 2007).

A ileite do reservatorio pode implicar na piora da qualidade de vida, risco de
disfungdo e até perda do RI (KUHBACKER et al, 1998; FAROUK et al., 2000;
TULCHINSKY et al., 2003; SHEN et al., 2006). Deve ser diferenciada das formas
secundarias de ileite do RI, tais como “cuffitis”, sindrome do reservatorio irritavel e doenca
de Crohn no RI de diagnostico tardio. A inflamacdo da mucosa residual do reto apos a

cirurgia de retocolectomia total, chamada de “cuffitis”, ¢ diferenciada da ileite primaria do
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RI pelo aspecto normal do mesmo a endoscopia, 0 mesmo ocorrendo com a sindrome do RI
irritavel. O diagndstico de doenga de Crohn no RI pode ser histologico e endoscdpico,
associado ao possivel aparecimento de fistulas (MCGUIRE et al., 2007; AYRIZONO et al.,
2008).

A etiologia da ileite do reservatorio ¢ ainda desconhecida, porém a estase fecal
com proliferagdo bacteriana parece ser fator importante no desencadeamento do processo
inflamatério (MCLEOD et al., 1994; LAAKE et al, 2004; LAAKE et al.,, 2005;
OHGE et al., 2005; KUHBACHER et al., 2006; LIM et al., 2006; HEUSCHEN et al., 2007;
ALMEIDA et al, 2008), assim como a isquemia (LEVIN et al, 1992;
ARMSTRONG et al., 1995). Kienle et al. (2001) associaram a ocorréncia de ileite do RI a
complicacdes sépticas locais com hipoperfusdo sanguinea no RI, medida por meio da

analise do pH intramucoso.

Além disso, pacientes com RI e ileostomias continentes, devido a estase fecal e
a acdo de bactérias anaerobias, apresentam no interior dos reservatorios maior concentragao
de 4cidos biliares ndo conjugados, em comparacdo com os portadores de ileostomias
incontinentes (KAY et al., 1980; NATORI et al., 1992; SANDBORN et al., 1995), sendo
potencialmente citotdxicos, podendo afetar a mucosa do RI (MERRETT et al., 1997). No
entanto, Sandborn et al. (1995) ndo constataram diferencas na concentragdo destes em RI

de doentes com ou sem ileite do reservatorio.

A deficiéncia intraluminal de acidos graxos de cadeia curta seria outra hipotese
para a etiologia da ileite do reservatorio. Estes acidos graxos sdo produzidos por bactérias
do colon, sendo fonte primaria de nutrientes para as células epiteliais do mesmo. Como as
células da mucosa do RI apresentam mudangas morfologicas semelhantes ao epitélio
colico, t€ém-se postulado que estas células ileais também precisariam de maior concentracao
de acidos graxos de cadeia curta, relativamente restritos no RI. Porém, alguns estudos nao
evidenciaram correlacdo consistente destes achados com a presenga da ileite do reservatorio
(CLAUSEN et al., 1992; SANDBORN et al., 1995). As marcantes diferengas na ocorréncia
da ileite do RI em doentes com PAF comparados aos portadores de RCUI, apesar dos
procedimentos cirargicos serem idénticos, nao sdo explicadas completamente por estas

possiveis hipoteses mencionadas.
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A raridade da ileite do reservatorio entre os doentes com PAF tem levado os
pesquisadores a postularem que a etiologia desta afec¢cao envolveria a reativagdo da RCUI.
Alguns doentes com esta complicacdo, apresentam manifestagdes extra-intestinais da
RCUI, de forma semelhante aos periodos de maior atividade da doenca
(LOHMULLER et al., 1990; TEIXEIRA et al., 1999; HATA et al., 2003; AKERLUNG e
LOFBERG, 2004). Penna et al. (1996) relataram maior ocorréncia de inflamacao
inespecifica do RI entre os doentes com RCUI portadores de colangite esclerosante
primaria. Além disso, a ileite do RI ¢ mais comum naqueles doentes que apresentaram
formas mais extensas da RCUI (SILVA et al., 1991) e da mesma forma que o fumo esta
associado a menor risco de manifestacoes clinicas na RCUI, o mesmo ocorre na ileite do RI

(MERRETT et al., 1996).

1.2.2- Vias inflamatérias e de sinalizag¢do celular em doenga inflamatéria intestinal

A citocina pré-inflamatoria TNF-a € considerada um dos principais mediadores
inflamatorios envolvidos nas doencgas inflamatorias intestinais. Esta citocina desempenha
varias funcdes e geralmente esta em equilibrio com as vias anti-inflamatérias, como a
IL-10, promovendo o balango imunologico do organismo. Em se tratando das doencas
inflamatorias intestinais, ocorre uma exacerbag¢do da expressdo de TNF-a e de diversos
mediadores inflamatorios na lamina prépria intestinal, a partir de estimulos intra-luminais,
e por mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos levam a liberacdo de interleucinas
(IL-6, IL-8, IL-1B), que estimulam a proliferacio e ativacdo de linfocitos
(MAHIDA et al., 1989; GROSS et al., 1992; PULLMAN et al., 1992; KUHN et al., 1993;
RAAB et al., 1993; REINECKER et al., 1993; O’SHEA et al., 2002; AGGARWAL, 2003;
CHEN e GREENE, 2004).

Os macrofagos sdo as principais células envolvidas no processo inflamatério
intestinal, uma vez que fazem parte do sistema imune inato na interface com o meio
externo, e sao responsaveis pela liberagdo de varias citocinas, como o TNF-a e I[FN-y. Uma
vez liberadas, tais citocinas pro-inflamatorias desencadeiam, por meio de seus receptores, a
ativacao de proteinas intracelulares responsaveis pela transdu¢dao do sinal inflamatério e

finalmente, levam a ativacao de fatores de transcri¢do nucleares NF-KB e STAT-1, que
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controlam a transcricdo do TNF-a e de outros fatores inflamatorios (O’SHEA et al., 2002;
PODOLSKY, 2002; SCHREIBER et al., 2002; AGGARWAL, 2003; CHEN ¢ GREENE,
2004).

O fator de transcri¢cdo nuclear NF-KB ¢ ativado por um dos 29 receptores de
membrana do TNF-a, por meio da fosforilagdo do complexo protéico IKBa, liberando outro
complexo formado pelas proteinas p50 e RELA, que se translocam para nucleo
promovendo a transcri¢do do proprio TNF-a, além de interleucinas e proteinas da familia
Bcl-2. O NF-KB ¢ considerado um dos fatores de transcricdo das células eucarioticas mais
estudado, desde sua descoberta ha 20 anos. E codificado por cinco genes NF-KBI,
NF-KB2, RELA, c-REL, e RELB, que levam também a producdo de sete proteinas, p105,
pl00, p50, p52, RELA, c-REL e¢ RELB, envolvidas na comunicagdo entre proteinas
citoplasmaticas e o nucleo. Niveis elevados de NF-KB nuclear ativado foram encontrados
em portadores de doencas inflamatoérias intestinais em atividade, principalmente em doenga
de Crohn (SCHREIBER et al., 1998; BALDWIN, 2001; TAK e FIRESTEIN, 2001;
ZHANG e GHOSH, 2001).

O fator ativador de transcricdo nuclear STAT-1, também estd envolvido no
mecanismo molecular das doencas inflamatorias intestinais. A ativagdo e expressao
aumentadas deste fator podem ser encontradas em RCUI, principalmente. As proteinas
STAT sao fosforiladas pelas quinases JAK presentes no citosol, em resposta a ativagao de
receptores de membrana de fatores de crescimento e citocinas, em especial o IFN-y,
podendo conduzir a transcricdo nuclear do TNF-a, por uma via alternativa

(SCHREIBER et al., 1997a; SCHREIBER et al., 2002; KLAMPFER et al., 2003).

Em 1997, um novo grupo de proteinas foi descrito destacando-se sua
especificidade em inibir a ativagdo de membros da familia STAT, sendo chamadas de
supressores da sinaliza¢do de citocinas, SOCS, sendo que a SOCS-3 inibe a fosforilagao de
STAT-1 e STAT-3 (STARR et al., 1997; ITO et al., 1999; SASAKI et al., 1999). Schreiber
et al. (2002) evidenciaram aumento da expressdo de SOCS-3 em bidpsias colicas de
portadores de doenca inflamatéria intestinal, sendo um mecanismo compensatorio ao
processo inflamatorio exacerbado. A Figura 1 demonstra as principais vias de transcrigao

nuclear do TNF-aq.
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Figura 1- Mecanismos de transducao do sinal do TNF- a.

1.2.3- Vias inflamatorias e de sinalizacao celular em reservatorios ileais

Existem poucos estudos na literatura avaliando o mecanismo inflamatério, bem
como as citocinas presentes no RI com ou sem inflamacdo. Verificou-se em um estudo,
pelo método de ELISA, concentragdes aumentadas de IL-1p, IL-6 e IL-8 em mucosa de RI
com ileite, quando comparados a mucosa de RI normal e em ileo terminal do grupo
controle. No entanto, TNF-a ndo foi detectado nos espécimes analisados com este método

(GIONCHETTI et al., 1994).

Outro estudo analisou a expressao de IL-1p, IL-6, IL-8 ¢ TNF-a em culturas de
células mononucleares da lamina propria da mucosa de RI com e sem ileite, mucosa
intestinal de doentes com RCUI ativa e ileo terminal normal. Os autores demonstraram
niveis aumentados destas citocinas pro-inflamatorias na ileite do RI e na RCUI ativa,

quando comparados com RI sem ileite ¢ com controle de ileo distal. Houve correlagao
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importante entre os niveis de citocinas expressos na ileite do RI e na RCUI ativa

(PATEL et al., 1995).

Goldberg et al. (1996) nao demonstraram diferencas nas expressoes de IFN-y,
TNF-a e IL-6 em mucosa de RI de doentes operados por RCUI e PAF, pela técnica de
hibridizagdo in sifu. Entretanto, por meio de técnica imunoenzimatica, Stallmach et al.
(1998) detectaram aumento da expressao de células T CD4 positivas e de IFN-y em mucosa

de RI de portadores de RCUI com inflamagao inespecifica do reservatorio.

Ulisse et al. (2001), comparando doentes com e sem ileite do RI operados por
RCUI, evidenciaram pelo método de ELISA, aumento da expressdo de IFN-y e IL-1a em
mucosa de RI com ileite, porém sem diferenga estatistica. Com a administragdo de
probidticos demonstraram diminui¢cdo significativa destas citocinas e aumento da citocina

anti-inflamatoéria [L-10.

Evgenikos et al. (2002) evidenciaram niveis aumentados de IL-1B e IL-8 em
fluido de lavado intestinal em casos de ileite do reservatério. Balzano et al. (1998), da
mesma forma, verificaram maior expressao de IL-1f e IL-8 em mucosa de RI nestas
condig¢des de ileite. Por outro lado, estudo avaliando a expressao tissular de IL-8 e IL-10
em reservatorios ileais com e sem ileite, por meio de reacdo em cadeia de polimerase, ndo

comprovou diferenca entre os grupos (BULOIS et al., 2000).

Helwig et al. (2004) e Schmidt et al. (2006) observaram maior expressdao de
IL-8 em doentes com ileite do reservatorio quando comparados a doentes com RI,
assintomaticos. Além disso, Schmid et al. (2006) verificaram aumento de IFN-y em RI de

portadores de RCUI assintomaticos, quando comparado ao controle.

Lammers et al. (2005) verificaram a diminuicdo de IL-1B, IL-8 e IFN-y na
mucosa de RI, por meio da expressao de RNA mensageiro, apds a administracdo de
probidticos em doentes com ileite do reservatdrio, porém ndo verificaram aumento da

expressao da IL-10.

O impacto do contetdo ileal nas reagdes imunologicas no RI foram estudadas
por Yamamoto et al. (2005). Observaram aumento significativo das citocinas

pro-inflamatorias IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a em mucosa de RI de doentes com RCUI nos
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trés primeiros meses apos o fechamento da ileostomia, quando comparados a mucosa de
ileo terminal normal. Apos 12 meses ndo houve diferencga na expressao das citocinas nos RI
em relacdo ao controle, concluindo que em um ano apds o fechamento da ileostomia

ocorreram processos inflamatdrios de adaptacao.

Kiehne et al. (2006) avaliaram a expressdo de a e B defensinas em RI,
demonstrando niveis diminuidos das mesmas e aumento das citocinas TNF-o, IL-1B e
IL-10 em mucosa de RI de doentes portadores de RCUI. Este mesmo estudo evidenciou
niveis aumentados de defensinas e diminuidos das citocinas pro-inflamatorias em RI de
doentes operados por PAF, podendo ser considerado importante, pois comparou os fatores
imunoldgicos nos reservatorios ileais de RCUI e PAF. As proteinas denominadas a e 3
defensinas estdo presentes na mucosa intestinal normal, apresentando importante papel na
homeostase microbiologica e defesa intestinal primaria, sendo reguladas pelas citocinas
TNF-a, IL-1a0 e IL-18 , de tal forma que o aumento destas citocinas implica em
dimuinuicdo das defensinas na mucosa intestinal (WEHKAMP et al., 2002;
WEHKAMP et al., 2003).

Leal et al. (2006) observaram maior expressao de IL-1B e TNF-a em mucosa de
RI de doentes operados por RCUI quando comparados aqueles portadores de PAF. Nao
houve diferenca na expressdo de IL1-B entre estes dois grupos e o grupo controle,
devendo-se ao fato de serem doentes assintomaticos, com mucosa endoscopicamente

normal.

Boerr et al. (1998) demonstraram aumento da expressdao de IFN-y em mucosa
de RI com ileite de doentes com RCUI, quando comparados ao controle de ileo terminal
normal, porém nao detectaram diferencga estatistica quando comparados a mucosa de RI

normal.

A ativacdo do fator de transcricdo NF-KB em mucosa de RI de doentes
operados por RCUI e PAF assintomaticos, e em grupo controle, foi estudada por Leal et al.
(2008Db), verificando-se expressdes similares do fator nos diferentes grupos. Este achado foi
justificado pela possibilidade de outras vias de transcrigdo do TNF-a poderem estar

ativadas na RCUL
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Niveis aumentados de STAT-1a e STAT-1p foram verificados em mucosa de
RI de doentes operados por RCUI com ileite do RI quando comparados aqueles sem ileite e
grupo controle de ileo terminal normal (SCHREIBER et al., 1997b; KUHBACHER et al.,
2001). Entretanto, ndo had estudos comparando estes achados em mucosa de RI de
portadores de PAF, como também ndo ha estudos avaliando SOCS-3, proteina inibidora de

STAT-1, em reservatorios ileais.

1.2.4- Mecanismos de apoptose em reservatorios ileais

A apoptose também referida como morte programada e silenciosa da célula, ¢
conhecida em mamiferos pela complexidade de suas vias e por estar relacionada as vias
inflamatorias do organismo. Desta forma, tanto o TNF-0, quanto o NF-KB, estio
envolvidos com os mecanismos de apoptose celular, uma vez que a ativagdo de um dos
receptores de TNF-a leva a ativacdo de proteases denominadas caspases intracelulares, que
estimulam alguns membros da familia Bcl-2 (Bad e Bax), induzindo a morte celular.
(BARKETT et al., 1997; ADAMS e CORY, 1998; MINN et al., 1998; WIDMANN et al.,
1998; GROSS et al., 1999; KUWANA ¢ NEWMEYER, 2003; FESTJENS et al., 2004;
VERMEULEN et al., 2005). Por outro lado, o fator de transcricdo NF-KB apresenta funcao
anti-apoptotica, ativando a expressao de outros membros da familia Bcl-2, como a proteina
Bcl-2, que impede a morte celular (LAURENT et al.,, 1999; MCCOLE et al., 2000;
DEVERAUX et al., 2001; VERMEULEN et al., 2005).

A apoptose celular foi originalmente descrita por Kerr e Wyllie (1972), que
observaram por meio de microscopia eletronica as alteragdes morfoldgicas das células em
apoptose, finalizando em fragmentagdao nuclear (CUMMINGS et al., 1997; ZIEGLER e
GROSCURTH, 2004). Assim nos ultimos 30 anos, devido a importincia deste mecanismo
celular em muitas doengas, foram sendo desenvolvidos métodos para detec¢do da apoptose
celular bem como as proteinas envolvidas no processo, que a principio é composto por duas

principais vias, a intrinseca e extrinseca (HUERTA et al., 2007).

A via extrinseca da apoptose celular inicia-se pela ligagdo do TNF-a ou de
outras proteinas como a Fas-L e TRAIL-L, aos seus respectivos receptores, recrutando,

desta forma, moléculas adaptadoras como a FADD ou TRADD, resultando na ativacdo de
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caspases iniciadoras, 8 e 10. Estas sdo responsaveis por ativar as caspases finalizadoras 3, 6
e 7, que culminardo na morte celular por induzirem a clivagem de DNA, levando a

condensagdo da cromatina e fragmentacao do nucleo (MARTIN e ELKON, 2004).

Por outro lado, a via intrinseca da apoptose, também chamada via mitocondrial
de apoptose, envolve a ativacdo de proteinas da familia Bcl-2 pro-apoptéticas, como a Bax
e Bid. Estas proteinas ndo possuem ‘“ancoras transmembrana” e estdo presentes livres no
citosol, aguardando sua ativagdo por outros fatores, como citocinas, e a partir de entdo
serem fosforiladas. As proteinas Bad e Bid ativam a proteina pro-apoptdtica Bax. O
mecanismo de ocorréncia da morte celular ainda é desconhecido, no entanto, a
conformagao destas proteinas quando ativadas tem levado os pesquisadores a compara-las
aos dominios de certas toxinas bacterianas. Estas sdo capazes de formar poros nas
membranas biologicas e mesmo formar canais i0nicos na membrana mitocondrial, fazendo
com que proteinas como o citocromo c, sejam liberados através da membrana da
mitocondria para o citoplasma. Uma vez no citosol, o citocromo ¢ interage com outras
proteinas, Apaf-1, procaspase-9 e ATP para formar o apoptossomo, que ativa a caspase-9,
que em ultima andlise conduz a apoptose celular por meio da ativacdo das caspases
finalizadoras. O complexo Apaf-1 ¢ Caspase-9 podem também ser ativados pela proteina
p53, sendo importante complexo protéico relacionado a apoptose celular deflagrada por
condi¢des como processos inflamatorios. Recentemente demonstrou-se que a proteina p53
ativa diretamente a proteina pro-apoptotica Bax e seu gene, e em concentragdes fisiologicas
se liga a mitocondria e mantém a proteina Bcl-2 inativa, contribuindo para apoptose celular
(MIYASHITA e REED, 1995; MINN et al., 1998; SOENGAS et al., 1999; CHIPUK e
GREEN, 2004; FESTJENS et al., 2004; SCHAFER ¢ KORNBLUTH, 2006). A Figura 2
mostra as principais proteinas envolvidas no processo de morte e sobrevida celular, assim

como as vias intrinseca e extrinseca do mesmo.
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Figura 2- Mecanismos de apoptose celular: via extrinseca e intrinseca.

Em doenga inflamatoéria intestinal, Bennett et al. (1998), verificaram expressao
aumentada da proteina pré-apoptética FasL, da familia TNF, em areas de mucosa intestinal
comprometidas por RCUI ou doenga de Crohn. Apesar da resisténcia a apoptose celular ser
um evento importante na carcinogénese, os autores especularam que a ocorréncia da
expressao de FasL na auséncia de apoptose em algumas areas da mucosa poderia estar
envolvida com o risco de displasia em doenca inflamatdria intestinal. Ueyama et al. (1998),
da mesma forma, encontraram expressao aumentada de FasL. em mucosa afetada por RCUI,

mas nao em doenca de Crohn.
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Sabatino et al. (2003), demonstraram apoptose celular via aumento de
metaloproteinases em doenga de Crohn ativa, mas ndo conseguiram estabelecer correlagao

com os niveis de expressao da proteina FasL.

Em se tratando de RI, Coffey et al. (2001) correlacionaram a ocorréncia de
atrofia de mucosa de RI, que poderia predispor a infeccdo do RI por microorganismos
comensais, com o nivel de apoptose celular, estudando 24 doentes operados por RCUI, com
e sem ileite do reservatorio. Demonstrou-se correlacao direta entre os niveis aumentados de
apoptose no epitélio e atrofia da mucosa, através da pesquisa da expressdo da proteina
ligante e seu receptor FasL-Fas (CD95L-CD95) em células mononucleares da mucosa. A
proteina ligante CD95L e seu receptor CD95 fazem parte da superfamilia do fator de
necrose tumoral (TNF), sendo uma de suas func¢des a inducdo de apoptose celular, estando
desta maneira, ligados aos mecanismos inflamatdrios j& mencionados. A apoptose seria
importante fator também na ileite do reservatdrio, uma vez que a morte celular poderia

estar associada a atrofia da mucosa verificada nesta condicao (COFFEY et al., 2001).

Leal et al. (2008b) demonstraram maior expressdo da proteina pro-apoptotica
Bad em bidpsias de mucosa de reservatorio ileal de doentes operados por RCUI quando
comparado aqueles operados por PAF, mesmo na auséncia clinica e endoscdpica de ileite

do RI.

Existem poucos estudos na literatura avaliando apoptose celular em RI, bem
como relacionando este aspecto a tendéncia inflamatdria nos RI de portadores de RCUI
quando comparados aos de PAF. Dessa forma, se por um lado ha tentativa de explicar a
maior ocorréncia de ileite do RI nos doentes com RCUI, por outro, evidenciam-se poucos
dados na literatura sobre o processo de apoptose celular na PAF, uma doenca cujo potencial
de renovagdo celular pode ser menor, implicando presuntivamente em transformacao
maligna na mucosa do RI (PARC et al., 2001; FRIEDERICH et al., 2006; NILUBOL et al.,
2007; SCHAUS et al., 2007).
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Dado o conhecimento atual, o objetivo do estudo foi verificar a atividade
inflamatoria e apoptética na mucosa de RI de doentes portadores de RCUI e de PAF,

submetidos a retocolectomia total, assintomdticos, quanto a presenca de marcadores

especificos, de maneira comparativa.
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3.1- Casuistica

Dezoito doentes submetidos a retocolectomia total com RI em “J”, operados no
periodo de 1992 a 2002 pelo Grupo de Coloproctologia da Disciplina de Moléstias do
Aparelho Digestorio da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) foram selecionados, sendo nove portadores de RCUI — Grupo
RCUI (Anexo 8.1) e outros nove portadores de PAF — Grupo PAF (Anexo 8.2).

Selecionaram-se nove doentes que foram submetidos a colonoscopia por outros
motivos, coletando-se biopsias de ileo distal sem alteracdes endoscopicas para compor o

Grupo Controle (Anexo 8.3).

Quanto aos doentes com RCUI, 55,6% eram do sexo feminino, com média de
idade atualizada de 48,7 (31 - 63) anos, enquanto que 55,6% dos portadores de PAF eram
do sexo feminino, com média de idade atualizada de 33,8 (21-59) anos. O tempo médio de
acompanhamento dos doentes apos a cirurgia do RI, foi de 71,1 (24 - 168) meses, sendo
75,3 meses para os doentes com RCUI e 66,7 meses para aqueles com PAF (p>0,05). O
tempo médio de pds-operatorio até o fechamento da ileostomia foi de 64,1 (12-144) meses
para os doentes com RCUI e de 59,1 (26-82) meses naqueles com polipose (p>0,05). Os
doentes ndo estavam em uso de medicagdes, ¢ ndo haviam tido episddio prévio de ileite do
reservatorio. Todos os doentes portadores de RCUI e PAF obtiveram indice de atividade da
ileite do reservatdério mensurados de acordo com Sandborn et al. (1994b), menor que sete,

portanto considerados sem ileite (Anexos 8.4 € 8.5).

As indicagdes cirurgicas dos doentes com RCUI foram intratabilidade clinica
(33,3%), megacolon toxico (33,3%), presenga de displasia de alto grau nas bidpsias de
seguimento endoscopico (22,2%), e pioderma gangrenoso (11,1%). Nos doentes com PAF,
a indica¢do da retocolectomia total estava ligada a presenca de numerosos polipos no reto,

em geral mais do que vinte polipos adenomatosos.

Em relagdo a técnica operatoria, empregou-se a preservagao da arcada do colon
direito (GOES et al., 1994; GOES et al., 2002), em todos os doentes para irrigagio

sanguinea suplementar do reservatério ileal, além da realizagdo de mucosectomia a partir
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da linha pectinea numa extensdo média de dois a trés centimetros, completando o

procedimento com anastomose ileo-anal manual e ileostomia derivativa.

O habito intestinal e continéncia fecal foram avaliados por meio de questionério
especifico (Anexo 8.6). A média de evacuacdes didrias foi de 7,0, variando de 3 a 12 vezes
no grupo de doentes operados por RCUI (Anexo 8.7), enquanto que no grupo de doentes
operados por PAF (Anexo 8.8) foi de 6,8, variando de 4 a 10 vezes ao dia (p>0,05). Sete
doentes (38,9%) relataram perdas noturnas eventuais (menor ou igual a duas vezes por
més), sendo quatro doentes com RCUI, e trés com PAF. Os demais doentes negaram a

ocorréncia de incontinéncia fecal.

3.1.1- Fatores de Exclusao

Excluiram-se os doentes com menos de um ano de fechamento da ileostomia, ¢
aqueles com evidéncia clinica e/ou endoscopica de ileite do reservatdrio. Os sintomas
considerados para o diagnostico clinico de ileite do reservatdrio foram: febre, mialgia,
aumento subito do ntimero de evacuag¢des com ou sem sangue. Os critérios endoscopicos
utilizados foram: presenca de enantema com ou sem erosdes, apagamento da trama vascular

submucosa, mucosa fridvel, com exsudato e tlceras.

3.1.2- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, registrado sob n° 543/2005 (Anexo 8.9).
Todos os participantes assinaram o termo de consentimento informado (Anexos 8.10 e
8.11).

3.2- Método

Os doentes foram submetidos a endoscopia do RI no Servico de
Colonoscopia — (GASTROCENTRO - UNICAMP) e coleta de seis fragmentos de biopsias
para posterior analise da atividade inflamatéria e de apoptose celular. Os aparelhos

utilizados foram videocolonoscopios das marcas Fujinon®™ e Olympus®.
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A andlise da expressdo das proteinas relacionadas a inflamagdo, IFN-y, IL-10,
SOCS-3, STATI, e aquelas relacionadas a apoptose, Caspases 8 e 9, Apaf-1, Bax, Bcl-2 e
FADD, além da analise de imunofluorescéncia para Anexina-V foram realizadas a partir
das amostras teciduais obtidas por bidpsias endoscopicas dos doentes dos Grupos RCUI,
PAF e Controle no Laboratério de Sinalizacdo Celular FCM, UNICAMP. O estudo
histologico para Hematoxilina e Eosina, e imunoistoquimico para as proteinas Bcl-2 e Bax
foram realizados nos Laboratorios de Patologia Experimental CAISM e de Anatomia

Patologica FCM, UNICAMP, a partir das mesmas amostras.

Figura 3- RI — Aspectos endoscopicos.

Figura 4- Biopsias coletadas.

Casuistica e Métodos

39



3.2.1- Anticorpos, Reagentes Quimicos e Materiais

Os reagentes e aparelhos para realizagdo de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad
(Richmond, CA). Metano hidroximetilamina (TRIS), fenil-metilsufonilfluoreto (PSMF),
aprotinina e ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, e glicerol foram fornecidos pela
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0.2um) e
a proteina A Sepharose 6 MB foram obtidas da Amersham (Aylesbury, UK). Os anticorpos
especificos anti-IFN-y (sc-9344, goat polyclonal), anti-STAT-1 (sc-7988, goat polyclonal),
anti-IL-10 (sc-1783, goat polyclonal), anti-SOCS-3 (sc-7009, goat polyclonal), anti-Bax
(sc-493, rabbit polyclonal), anti-Bcl-2 (sc-492, rabbit polyclonal), anti-APAF-1 (sc-26685,
goat polyclonal), anti-FADD (sc-5559, rabbit polyclonal), anti-Caspase 9 (sc-7885, rabbit
polyclonal), anti-Caspase 8 (sc-7890, rabbit polyclonal) foram obtidos da Santa Cruz
Biotechnology (CA, USA). O marcador de peso molecular utilizado foi o PageRuler ™ da
Fermentas (MD, USA). Os reagentes para a reacdo de quimioluminescéncia foram da

SuperSignal® (Rockford). A albumina 5% utilizada ¢ de origem bovina.

3.2.2- Solugodes utilizadas

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

utilizagdo do tampao.

e Solugdo tampao de extracdo B, para imunoprecipitacdo: utilizada para a
extragdo de proteinas celulares dos tecidos estudados, que sdo
posteriormente imunoprecipitadas. Contém: Trisma base 100mM, EDTA
10mM, pirofosfato de so6dio 10 mM, fluoreto de s6dio 100mM, ortovanadato
de s6édio 10mM, PMSF 2 mM (diluido em alcool etilico), Triton X-100 1% e
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0,lmg/ml de aprotinina. A solu¢io foi mantida a 4°C, sendo que o

ortovanadato, o PMSF e a aprotinina foram acrescidos no momento do uso.

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

Solugdo tampdo utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). Contém: Trisma base 200mM, glicina 1,52M, EDTA
7,18mM e SDS 0,4%. Para uso, a solu¢do ¢ diluida 1:4.

Solugdo tampdo para transferéncia: empregada para a transferéncia das
proteinas separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose.
Contém: Trisma base 25mM, glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02%
para facilitar a diluicdo de proteinas de alto peso molecular. Mantida

estocada a 4°C.

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

para 8,9 com 4acido cloridrico.

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

ajustado para 6,7 com acido fosforico.

Solugdo basal: solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apds transferéncia das proteinas. Contém: Cloreto de sodio 150

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

Solucao bloqueadora: albumina 5% e azida sodica 0,02%, dissolvidos em
solugdo basal ou solugdo com 5% de leite em pd desnatado e azida sodica

0,02%, dissolvidos em solugao basal.
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e Solugdo tampao para lavagem do imunoprecipitado. Contém: Trisma base

100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sédio 2 mM e Triton X-100 0,5%.

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

solucao basal.

3.2.3- Extracao de tecidos, imunoblot e imunoprecipitagao

Fragmentos obtidos a partir de bidpsias endoscopicas da mucosa de Rl e de ileo
distal foram congelados em nitrogénio liquido, e armazenados a -80°C, no Laboratério de
Sinalizagdo Celular — FCM, UNICAMP, para posterior homogeneizacdo em tampao de
imunoprecipitado contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de
pirofosfato de s6dio, 100mM de fluoreto de s6édio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de
sodio, 2mM de PMSF e 0,Img/ml de aprotinina a 4°C, com Polytron PTA 20S em
velocidade maxima por 30 segundos (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury,

NY).

O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11.000 rpm por 20 minutos a 4°C.
No sobrenadante foi determinada a concentracdo de proteina utilizando o método de
Bradford (BRADFORD, 1976) e posteriormente preparou-se amostra contendo 100pg de
proteina total para ser utilizado nos experimentos de immunoblot e separagdo por
SDS-PAGE. As amostras foram diluidas em tampdo de Laemmli, contendo 100mmol/L de
DTT. Apés rapida fervura, foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separagdo por
eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, em aparelho de transferéncia da BIO-RAD. As membranas de
nitrocelulose foram incubadas “overnight” com 10ul de anticorpo especifico
(anti-IFN-y, anti-STATI, anti-IL-10, anti-SOCS-3, anti-Bax ou anti-Bcl-2). A ligagdo do
anticorpo a proteinas nao-especificas foi minimizada pela pré-incubagdo da membrana de
nitrocelulose com tampao de bloqueio (albumina 5%) por 90 minutos (VELLOSO et al.,

1996; ARAUJO et al., 2005).
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Utilizou-se a técnica de imunoprecipitado (IP) para FADD/Caspase-8 ¢
APAF-1/Caspase-9, na qual a amostra de 1.0 mg de proteina foi incubada “overnight” por
12 a 14 horas a 4°C, com 10ul de anticorpo contra FADD e APAF-1. Apos a incubagdo os
imunocomplexos foram recuperados com Proteina A Sepharose 6MB por 2 horas a 4°C e
decantados por centrifugacdo por 15 minutos a 4°C/11.000 rpm. O precipitado foi lavado
trés vezes, em intervalos de 5 minutos com tampdo de lavagem (2 mM ortovanadato de
sodio, 100 mM Trisma base, 10mM EDTA, 0,5% Triton X-100). O sobrenadante foi
descartado retendo-se apenas as proteinas precipitadas (imunocomplexos). Os
imunocomplexos foram ressuspensos em 25ul de tampao de Laemmli, contendo 100mmol/l
de DTT. Seguiu-se a separacdo por SDS-PAGE, e a partir de entdo a proteina foi
transferida para a membrana de nitrocelulose, sendo incubada com anticorpos
anti-Caspase-8 para FADD e anti-Caspase-9 para APAF-1. A ligagdo do anticorpo a
proteinas nao-especificas foi minimizada pela pré-incuba¢do da membrana de nitrocelulose

com tampao de bloqueio (leite em p6 desnatado 5%) (VELLOSO et al., 1996).

Figura 5- Aplicagdo das amostras no gel de poliacrilamida.
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Figura 6- Separagdo das proteinas por eletroforese com fonte elétrica a 120 volts.

3.2.4- Determinac¢ao das bandas

Ap6s incubacdo com anticorpo primario especifico, foi realizada incubagdo
com anticorpo secundario, que possui em sua por¢do Fc uma peroxidase, que ¢ uma enzima
que se ligard ao reagente da reacdo de quimioluminescéncia que contém luminol,

produzindo luz, que sera captada através de auto-radiografia.

O sinal foi detectado por meio de reacdo de quimioluminescéncia
(SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate from Pierce Biothecnology, Inc.

Rockford).

3.2.5- Apresentagdo dos dados (imunoblot e imunoprecipitacdo) e analise estatistica

Os resultados sdo apresentados em unidades arbitrarias, como comparacdes
diretas das bandas protéicas nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas através de

densitometria usando o programa “Gel-Pro Analyzer 3.1” (Exon-Intron Inc., Farrell, MD).

A razdo Bax/Bcl-2 foi obtida dividindo-se os valores arbitrarios das expressoes
de Bax pelos valores de Bcl-2 relativos a cada amostra (BEENKEN e BLAND, 2002;
JOHN et al., 2007).
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Os resultados foram notificados como média com variagdo do erro padrao. Por
meio do teste de Kolmogorov Smirnov, verificou-se que os dados obtidos seguiram a
distribuicdo normal ou de Gauss (p>0,1). Desta forma, foi utilizada analise de variancia
(Anova), seguida por analise de significancia (Teste de Tukey-Kramer). Nivel de

significancia adotado foi p<0,05.
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Figura 7- Anélise das bandas auto-radiografadas pelo programa “Gel-Pro Analyzer 3.17,

por meio de densitometria optica.

3.2.6- Andlise Histoldgica (Hematoxilina — Eosina)

Foi realizada base de inclusdo do fragmento de biopsia previamente congelado
e armazenado a -80° C, e utilizado gel de inclusdo da Thermo Fisher Scientific, Inc.
(MA, USA). Realizaram-se cortes histologicos de 5 micra (um) de espessura no Criocut
(Modelo CM 1900; Leica, Germany) e coloca¢do em laminas de vidro do tipo silanizadas
da EasyPath Erviegas (SP, BR). Passagem da ldmina no corante Hematoxilina por 20
segundos, lavagem em agua corrente, seguida de passagem no corante Eosina por 10
segundos, com nova lavagem em agua corrente. Seguiram-se quatro passagens no alcool
absoluto anidro 99,3° INPM da Chemco® (SP, BR) e trés passagens no xilol da Chemco®
(SP, BR). Montagem das laminas com resina Entellan (Merck, c6d. 7961) (ALLEN, 1995).

A anélise do grau de inflamagdo foi de acordo com o Indice de Atividade da

Ileite do RI — PDALI, por meio de microscopia Optica (SANDBORN et al., 1994b).
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Figura 8- Fragmento de biopsia congelada em base de inclusdo para realizagdo de cortes

histologicos.

Figura 9- Aspecto histologico de mucosa ileal (Controle) com coloragdo em Hematoxilina

e Fosina. Aumento de 200X.

3.2.7- Analise Histologica (Estudo Imunoistoquimico para Bcl-2 e Bax)
e Anticorpos, reagentes quimicos e materiais:

Os anticorpos especificos anti-Bax (A-3533, rabbit polyclonal) e anti-Bcl-2
(M-0887, mouse monoclonal) foram obtidos da DAKO A/S (Denmark) e o anticorpo
secundario, Novolink da Novocastra "™ Laboratories Ltd (USA). Utilizou-se acetona 1% da
Chemco® (SP, BR), e a peroxidase endogena (H,O, — 10 volumes) da Bioquimica®
(SP, BR). O diamino benzidina tetrahidrocloreto (DAB) e os demais reagentes quimicos
para as solugdes foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). A albumina 1%
(BSA) ¢ de origem bovina. Utilizou-se resina da Entellan, Merck (c6d. 7961).
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e Solug¢des utilizadas:

a) Tampao de PBS 10X, contém: fosfato de sodio dibasico (Na,HPOy), fosfato
de potassio monobasico (KH,PO,), cloreto de sodio (NaCl), agua destilada,
pH entre 7,2 ¢ 7,6.

b) Solugdo de lavagem com PBS, contém: 900ml de agua destilada e 100ml de
tampao de PBS 10X.

¢) Solu¢do com Albumina Bovina (BSA) 1% contém: para cada 0,8g de BSA,
80ml de PBS 10X.

d) Solugdo de anticorpo primario contém: anticorpo primario diluido em BSA

1%, na diluicao 1:500 para anti-Bax, ¢ 1:150 para anti-Bcl-2.

e) Solugao para revelacdo com DAB, cont¢ém: DAB, 60mg; PBS 10X aquecido
a 37°C, 100ml; H,O; (10%), 1500ul; dimetilssulfoxido (DMSO), 1ml.

Realizou-se base de inclusdo do fragmento de biopsia previamente congelado e
armazenado a -80° C. Utilizou-se gel de inclusdo da Thermo Fisher Scientific, Inc.
(MA, USA). Foram realizados cortes histoldgicos de 5 micra (um) de espessura no Criocut
(Modelo CM 1900; Leica, Germany) e colocagdo em laminas de vidro do tipo silanizadas

da EasyPath Erviegas (SP, BR).

Realizaram-se duas passagens em acetona 1% de 20 segundos cada, ¢ uma
passagem em PBS. Para bloqueio da peroxidase endogena, as laminas foram passadas por
trés banhos de cinco minutos cada, em solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% e

novamente lavadas em PBS 10X, trés vezes por cinco minutos, em agitacao.

A ligacdo do anticorpo a proteinas ndo-especificas foi minimizada pela
pré-incubacao da lamina com tampao de bloqueio de leite desnatado 3% (Molico®) por 30
minutos. Procedeu-se a lavagem em agua corrente, delicadamente e em PBS 10X, uma vez
de 5 minutos. As laminas foram incubadas com 100ul do anticorpo primario por 30
minutos em estufa a 37°C e, apés, incubadas “overnight” (16-20 horas) a 4°C em camara

umida.
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As laminas foram retiradas da incubacdo com anticorpo primario e foram
realizadas trés lavagens em solucdo de PBS, de cinco minutos cada, & temperatura
ambiente, e os cortes incubados com um polimero marcado com peroxidase por 30 minutos

a 37°C (anticorpo secundario). Lavagem com PBS, uma vez.

A coloragao foi realizada com exposi¢do a solugao de revelagdo com DAB por
cinco minutos a 37°C, com posterior lavagem em agua corrente e em agua destilada.
Seguiu-se contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer por 10 a 30 segundos e nova
lavagem em &agua corrente. Passagem em solu¢do de amoénia 1% e novamente por adgua
corrente. A seguir, as laminas foram desidratadas com trés banhos em alcool absoluto e
passadas trés vezes em xilol para posterior montagem com resina Entellan
(Merck, cod. 7961). A positividade da reagdo foi evidenciada pela marcacdo em marrom

das células, vista a microscopia optica. (HSU et al., 1981; LUSTOSA et al., 2005)

Figura 10- Laminas na estante incubadas com anticorpo primario e aspecto histologico de

mucosa ileal (Controle) a microscopia 6ptica com aumento de 100X.

3.2.8- Anadlise Histologica (Imunofluorescéncia com Anexina V)
e Anticorpos, reagentes quimicos € materiais:

A anexina V-FITC foi obtida do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular
da Universidade de Sdo Paulo (USP), onde ¢ produzida. O marcador nuclear utilizado foi o
diamidino fenilindol (DAPI) da Vector Laboratories, Inc., (CA, USA). Demais reagentes
quimicos foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).
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e Solug¢des utilizadas:

a) Tampao de ligacdo contém: Hepes 10mM (pH 7,4), NaCl 150mM, KCI
SmM, MgCl, ImM e CaCl, 1,8mM, esterilizado por filtracdo e mantido a
4°C.

b) Tampao de PBS 0,I1M contém: fosfato de sddio dibasico (Na,HPO,), fosfato

de potéssio monobasico (KH,POy,), cloreto de sodio (NaCl), agua destilada,
pH 7.4.

Realizou-se base de inclusdo do fragmento de biopsia previamente congelado e
armazenado a -80° C. Utilizou-se gel de inclusdo da Thermo Fisher Scientific, Inc.
(MA, USA). Realizado cortes histologicos de 5 micra (um) de espessura no Criocut
(Modelo CM 1900; Leica, Germany) e colocagdo em laminas de vidro do tipo silanizadas

da EasyPath Erviegas (SP, BR).

Os cortes congelados foram submetidos & marcagdo com Anexina V-FITC de
acordo com as recomendagoes do fabricante. As laminas foram lavadas trés vezes de cinco
minutos com PBS 0,IM a 4°C e uma vez de cinco minutos com tampao de ligagao. Foram
incubadas com Anexina V-FITC em tampao de ligacdo na dilui¢do 1:500, por 20 minutos
em temperatura ambiente, no escuro. Lavadas duas vezes com tampdo de ligacdo e
montadas com DAPI. A positividade da reagdo foi evidenciada pela marcagdo em verde
fluorescente da membrana celular, vista a microscopia eletronica. (HAYES e MOSS, 2004;

BOERSMA et al., 2005)

9

Figura 11- Laminas incubadas com Anexina V-FITC e aspecto histologico de mucosa ileal

(Controle) a microscopia de imunofluorescéncia com aumento de 200X.
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4- RESULTADOS

50

i}



4.1- Expressiao de IFN-y e STAT-1

As expressoes de STAT-1 e IFN-y foram significativamente maiores no Grupo
RCUI em relacdo ao Grupo Controle (p<0,05). A expressdo de STAT-1 também foi
significativamente maior no Grupo RCUI quando comparada ao Grupo PAF (p<0,05). As
bandas auto-radiografadas representativas das citocinas estdo na Figura 12. A distribui¢do
dos achados para cada citocina individualmente ¢ mostrada nas Figuras 13 e 14, juntamente

com as bandas auto-radiografadas quantificadas por densitometria Optica.

IFN-y

~ Controle '-'1PAF

Figura 12- Bandas auto-radiografadas da expressdo de IFN-y e STAT-1 nos Grupos
Controle, PAF ¢ RCUI.
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Figura 13- Determinag¢do da expressdo protéica de IFN-y nos Grupos RCUI, PAF e
Controle. Para todas as condi¢des, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs

PAF.
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Figura 14- Determinacdo da expressdo protéica de STAT-1 nos Grupos RCUI, PAF e
Controle. Para todas as condi¢gdes, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs

PAF.
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4.2- Expressao de IL-10 e SOCS-3

A andlise mostrou niveis similares de IL-10 e SOCS-3 no Grupo RCUI,
comparado ao Grupo PAF (p>0,05). Da mesma forma, o Grupo Controle ndo apresentou
diferenca significativa deste fator quando comparado aos Grupos RCUI e PAF (p>0,05). As
expressdes de IL-10 e SOCS-3 sao ilustradas nas Figuras 15,16 ¢ 17.

IL-10

SOCS-3

Controle

Figura 15- Bandas auto-radiografadas da expressdo de IL-10 e SOCS-3 nos Grupos
Controle, PAF ¢ RCUI.
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Controle PAF RCUI p=0,2

Figura 16- Expressdao de IL-10 em RI nos Grupos RCUI, PAF e Controle. Para todas as
condig¢des, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs PAF.

SOCS-3

Media e Erro Padrao

Unidades Arbitrarias

Controle PAF RCUI p=0, 5

Figura 17- Expressdao de SOCS-3 em RI nos Grupos RCUI, PAF e Controle. Para todas as
condi¢des, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs PAF.
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4.3- Expressdo da proteina pro-apoptotica Bax

A expressdo da proteina pré-apoptdtica Bax foi significativamente maior no
Grupo RCUI em relagdo ao Grupo PAF (p<0,05). Nao houve diferenca significativa da
expressdo desta proteina no Grupo Controle, quando comparado aos demais grupos

(p>0,05) (Figuras 18 ¢ 19).

Bax

- -— - &
Q/ -— - o
cyControle [, | PAF [ RCUI [

Figura 18- Bandas auto-radiografadas da expressdo de Bax nos Grupos Controle, PAF e

RCUL
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Figura 19- Determinagdo da expressao protéica de Bax nos Grupos RCUI, PAF e Controle.

Para todas as condi¢des, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs PAF.

Resultados

55



4.4- Expressao da proteina anti-apoptdtica Bcl-2

Nao houve diferenca significativa da expressdao de Bcl-2 entre os Grupos RCUI,

PAF e Controle, (p>0,05) (Figuras 20 e 21).

Bcl-2

Figura 20- Bandas auto-radiografadas da expressao de Bcl-2 nos Grupos Controle, PAF e
RCUL
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Figura 21- Determinacdo da expressdo protéica de Bcl-2 nos Grupos RCUI, PAF e
Controle. Para todas as condigdes, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs

PAF.
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4.5- Razao Bax/Bcl-2

Nao houve diferenca significativa da razdo Bax/Bcl-2 entre os Grupos RCUI,

PAF e Controle, (p>0,05) (Figura 22).

Razao Bax/Bcl-2
Média e erro padrao

Controle PAF RCUI

p=0,4

Figura 22- Razdo da expressdo Bax/Bcl-2 nos Grupos RCUI, PAF e Controle. Para todas
as condi¢des, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05 vs PAF.

4.6- Expressao de proteinas da via extrinseca da apoptose celular

Nao houve diferenca significativa da expressdo de FADD e Caspase-8 entre os

Grupos RCUI, PAF e Controle, (p>0,05) (Figuras 23 e 24).

FADD/Caspase-8

;:7*:7 oy

Controle PAF RCUI

Figura 23- Bandas auto-radiografadas da expressio de FADD/Caspase-8 nos Grupos
Controle, PAF ¢ RCUI.

Resultados

57



FADD/Caspase-8

Média e erro padréao

900 —

800

700

600

500

400

Unidades Arbitrarias

300

200

100

RCUI
Controle PAF p:0,09

Figura 24- Determinagdo da expressdo protéica de FADD/Caspase-8 nos Grupos RCUI,
PAF e Controle. Para todas as condigdes, n=09, *p<0.05 vs Controle; §

p<0.05 vs PAF.

4.7- Expressio de proteinas da via intrinseca da apoptose celular

As expressdes das proteinas APAF-1 e Caspase-9 foram significativamente
maiores no Grupo RCUI em relacdo ao Grupo PAF (p<0,05). Nao houve diferenca
significativa da expressdo das proteinas no Grupo Controle, quando comparada aos demais

grupos (p>0,05) (Figuras 25 e 26).

APAF-1/Caspase-9

-
»
Controle PAF RCUI

-
Figura 25- Bandas auto-radiografadas da expressdo de APAF-1/Caspase-9 nos Grupos

Controle, PAF ¢ RCUI.
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Figura 26- Determinacao da expressao protéica de APAF-1/Caspase-9 nos Grupos RCUI,
PAF e Controle. Para todas as condi¢des, n=09, *p<0.05 vs Controle; § p<0.05
vs PAF.

4.8- Aspecto histologico por meio da coloracio com Hematoxilina e Eosina

A andlise histologica por meio da coloracdo de Hematoxilina e Eosina a
microscopia Optica evidenciou presenca de poucos polimorfonucleares neutrofilos na
lamina propria, sem evidéncias de agressao epitelial, como demonstrado nos Anexos 8.4 e
8.5. Nao foram observadas lesdes ulceradas ou abscessos em cripta. A Figura 27 ilustra

estes achados nos diferentes Grupos estudados.
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Controle

Figura 27- Aspecto histologico a coloragdo com Hematoxilina e Eosina nos Grupos

Controle, PAF ¢ RCUI. Aumento de 200X.

Resultados

60



4.9- Imunoistoquimica com marcaciao para Bax e Bcl-2

Houve marcacdo positiva para Bax e Bcl-2 nos cortes histologicos dos
diferentes Grupos estudados. A positividade para a proteina Bax apresentou predominio de
padrdo granular e citoplasmatico em células da superficie da mucosa ileal. A
imunopositividade para Bcl-2 apresentou padrao citoplasmatico granular em células
estromais da lamina propria. Os cortes histologicos representativos da imunoistoquimica

para Bax e Bcl-2 estdo demonstrados na Figura 28.

BAX

Controle PAF RCUI

Controle PAF RCUI

Figura 28- Aspecto histologico de imunoistoquimica para Bax e Bcl-2 nos Grupos

Controle, PAF e RCUI. Aumentos de 100 e 200X.
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4.10- Imunofluorescéncia com Anexina V

A analise qualitativa com Anexina V-FITC mostrou positividade em todos os

Grupos, com maior tendéncia de apoptose em mucosa de RI de portadores de RCUI.

A)

B)

C)

Figura 29- Aspecto histologico para marcagdo com Anexina V-FITC nos Grupos Controle

(A), PAF (B) e RCUI (C). Aumento de 200X.
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4.11- Resumo dos resultados do Imunoblot, Imunoprecipitado e razio Bax/Bcl-2

Marcadores pro-inflamatorios | Valor de p

IFN-y 0,02*

STAT-1 0,01*

Marcadores anti-inflamatorios | Valor de p
IL-10 0,2
SOCS-3 0,4
Marcadores pro-apoptéticos Valor de p
Bax 0,04*

FADD/Caspase-8 (via extrinseca) 0,09

Apaf-1/Caspase-9 (via intrinseca) 0,03*

Razdo Bax/Bcl-2 0,4

Marcadores anti-apoptéticos | Valor de p

Bcl-2 0,5

*Significante estatisticamente (p<0,05).
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5- DISCUSSAO
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5.1- Reservatorio ileal e vias inflamatorias

A etiologia da ileite do RI primaria, principal complicacdo apos a cirurgia de
retocolectomia total com confeccao do RI, ndo esta totalmente esclarecida. A maioria das
teorias ndo explica a maior ocorréncia desta complicagdo nos portadores de RCUI
operados. Permanece um topico de discussdo; autores mencionam se a inflamagdo do RI
representa a recorréncia da RCUI no reservatorio ou uma nova forma de doenga

inflamatoria intestinal (KUHBACHER et al., 1998; TULCHINSKY et al., 2003).

De qualquer maneira, poucos estudos explicam a diferenca da incidéncia desta
complicagao entre os doentes com RCUI e PAF, por meio da analise das citocinas

pro-inflamatoérias e suas vias na mucosa do RI com ileite.

Gionchetti et al. (1994), Patel et al. (1995), Balzano et al. (199%),
Evgenikos et al. (2002), Helwig et al. (2004) demonstraram aumento de citocinas
pro-inflamatorias IL-1p, IL-6, IL-8 ¢ TNF-a em mucosa de RI com ileite em portadores de
RCUI.  Kiehne et al. (2006) correlacionaram o aumento de TNF-o e IL-1f com a
diminuicao de algumas defensinas, em mucosa do RI na condicdo de ileite em RCUI. As o
e P defensinas sdo peptideos presentes na mucosa intestinal normal, apresentando
importante papel na homeostase microbiologica e defesa intestinal primaria contra varios
microorganismos (WEHKAMP et al., 2002; WEHKAMP et al., 2003). Lammers et al.
(2005) notaram diminuicdo de IL-1B, IL-8 e IFN-y apds tratamento com probidticos de
doentes portadores de ileite do RI.

Goldberg et al. (1996) ndo mostraram diferencas na expressdao de TNF-a, IL-6 e
IFN-y na lamina propria da mucosa de RI normais de PAF e RCUI. Inversamente, o estudo
realizado por Leal et al. (2008b) em doentes sem ileite, segundo critérios histoldgicos,
clinicos e endoscopicos descritos por Sandborn et al. (1994b), demonstraram expressao
maior de TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-1 em mucosa do RI de RCUI quando comparado a PAF,
mesmo na condicdo de doentes assintomaticos, revelando a tendéncia inflamatoria em
RCUI. Além disso, Stallmach et al. (1998) ja haviam demonstrado producao elevada de
IFN-y em mucosa de RI com inflamagdo inespecifica primaria do reservatério em
portadores de RCUI com Indice de Atividade de Ileite do Reservatorio (SANDBORN et al.,

1994b), maior ou igual a sete. No entanto, ndo houve comparagdo com controle de ileo
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terminal normal. Boerr et al. (1998) detectaram expressao aumentada de IFN-y em mucosa
de RI de RCUI com ileite, quando comparados aqueles assintomaticos, porém ndo

estudaram em portadores de PAF.

Desta forma, dados da literatura inferem que a ileite do RI reflete um processo
inflamatério que ¢ quantitativamente diferente quando comparado em portadores de RCUI
e PAF, pela maior expressao de citocinas pro-inflamatorias no RI na RCUI. Schmidt et al.
(2006) mostraram importante correlagdo entre o grau de inflamagao no RI e a expressdo de
IL-8, mencionando que o aumento das citocinas refletiria o grau da inflamagao e pouco, a

etiologia do processo.

No entanto, com o aparecimento de estudos mais especificos das vias
inflamatoérias e de transcri¢do nuclear na doenca inflamatoria intestinal e nas condi¢des de
ileite, pode-se observar uma relagao estreita entre as vias de ativagao da transcrigdo nuclear
do TNF-a na RCUI ativa e aquelas verificadas na mucosa do RI com inflamagdo. Assim,
Schreiber et al. (1997a) demonstraram serem o TNF-a na doenga de Crohn e o [FN-y na
RCUI, as principais citocinas desencadeadoras do processo inflamatdrio nestas doengas.
Posteriormente, Schreiber et al. (2002) notaram que a expressao e ativacao de STAT-1,
importante fator de transcri¢do nuclear do TNF-o, estavam predominantemente aumentados
na mucosa coélica de portadores de RCUI, constituindo notavel aspecto na fisiopatologia da

inflamacao do co6lon nesta afec¢ao.

A analise da expressao de STAT-1, que ¢ ativado pelo IFN-y, em RI foi
verificado em poucos estudos. Schreiber et al. (1997b) observaram aumento da expressao
de STAT-1 em mucosa de RI de doentes com ileite do reservatério quando comparados
aqueles sem inflamagdo e em ileo terminal normal, no entanto, ndo avaliaram STAT-1 em
RI de PAF. Kuhbacher et al. (2001) correlacionaram STAT-1 com a atividade clinica da

ileite do RI em portadores de RCUI, porém ndo estudaram em PAF isoladamente.

As expressdes aumentadas de IFN-y e STAT-1 em mucosa de RI no Grupo
RCUI verificadas no presente estudo, demonstra que mesmo em doentes assintomaticos ha
uma tendéncia inflamatéria nos portadores de RCUI, e esta ¢ caracterizada por uma via
semelhante a doenga de base em questdo, RCUI. Este achado ¢ corroborado por Leal et al.

(2006) que nao evidenciaram diferenga significativa na ativagdo do NF-KB, outro
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importante fator de transcricdo nuclear do TNF-0, em mucosa de RI de RCUI e PAF
assintomaticos. Isto deva ocorrer provavelmente porque a ativacdo do NF-KB ndo ¢ a

principal via de ativagdo TNF-o em RCUI.

Desta maneira, apesar do TNF-a ser importante integrante das vias
inflamatérias em doengas inflamatérias intestinais, o IFN-y parece ser uma das principais
citocinas iniciadoras do processo inflamatorio em RCUI, recrutando e ativando macrofagos,

além de induzir a expressao de outras citocinas pro-inflamatorias, como o proprio TNF-a.

O fato de ndo haver diferenga estatistica da expressao de IFN-y entre os Grupos
RCUI e PAF, pode ser explicado pelos doentes serem assintomaticos e a diferenca na
expressdo da citocina possa ndo ser detectada na auséncia de inflamacdo endoscopica e

histologica.

Da mesma maneira, a avaliagdo da expressdo da citocina anti-inflamatoria
IL-10 e do fator supressor de sinalizagdo SOCS-3 entre os Grupos RCUI, PAF e Controle
ndo demonstrou diferenga estatistica, provavelmente porque os doentes estdo sem ileite do
reservatorio € nao haja necessidade de bloqueio das vias inflamatorias, existindo um
balanco entre as vias pré e anti-inflamatorias. O aumento da IL-10 em mucosa de RI foi
verificado por Ulisse et al. (2001) nas condi¢cdes de doentes com ileite do RI tratados com
probidticos, além de observarem diminui¢do do INF-y apds o tratamento. Recentemente,
Franke et al. (2008) demonstraram alteragdo no gene da IL-10 localizado no cromossomo
1932, em portadores de RCUI, sugerindo que uma possivel deficiéncia na funcao da IL-10
poderia estar relacionada a etiologia da doenca. Desta forma, justifica-se o estudo da IL-10
em mucosa de RI de doentes operados por RCUI, ndo somente por se tratar de um
mecanismo anti-inflamatorio do organismo, como também pelo fato desta via poder estar

alterada na RCUI.

5.2- Reservatorio ileal e vias da apoptose celular

Os mecanismos de inflamacdo e apoptose celular estdo interligados e algumas
citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a, estdo envolvidas na regulacdo da sobrevida e

morte celular. Ha poucos estudos na literatura avaliando estes aspectos em RI. A expressao
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elevada de FasL, antes denominada proteina CD95L, membro da familia TNF-a
pro-apoptdtico, foi reportado em mucosa de RI de doentes com RCUI, com ileite do
reservatorio. Além disso, correlacionaram este achado com o alto potencial de renovagdo
celular e certa atrofia da mucosa verificada nos casos de ileite do RI nos portadores de
RCUI (COFFEY et al., 2001), porém este estudo ndo avaliou a mucosa de RI de PAF. Kiss
et al. (1994) estudando 13 doentes operados por RCUI e dois por PAF, assintomaéticos,
também observaram atrofia da mucosa do RI, no entanto, utilizando-se microscopia

eletronica.

Leal et al. (2008b) encontraram niveis elevados da expressdo da proteina
pro-apoptdtica Bad em mucosa de RI de doentes portadores de RCUI assintomaticos
quando comparados aqueles com PAF. Da mesma forma, no presente estudo, avaliou-se
doentes operados por RCUI e PAF sem ileite do RI, porém estudou-se mais
especificamente a expressio de proteinas pré-apoptdticas da familia Bcl-2
(GROSS et al., 1999; KUWANA et al., 2003; FESTJENS et al., 2004) ¢ da familia das
Caspases intracelulares (WIDMANN et al., 1998; VERMEULEN et al., 2005), mapeando

as vias intrinseca e extrinseca da apoptose celular na mucosa do RI.

Mesmo em condigdes clinicas, endoscdpicas e histologicas favoraveis, os niveis
locais de proteinas pro-apoptoticas foram maiores no Grupo RCUI. As expressoes de Bax,
Apaf-1 e Caspase-9 foram maiores nos portadores de RCUI quando comparadas ao Grupo
PAF. Além disso, FADD e Caspase-8 apresentaram uma discreta tendéncia de estarem mais
expressas no Grupo RCUIL, porém sem significancia estatistica. Estes achados sdo
interessantes, uma vez que mostram a tendéncia de apoptose celular na mucosa do RI em

RCUI, que pode ser conseqiiente ao processo inflamatdrio subjacente.

Além disso, a principal via de apoptose observada foi a intrinseca, caracterizada
pelas expressdes aumentadas de Apaf-1, Caspase-9 e Bax no Grupo RCUI, estando de
acordo com o estudo da proteina Bad, também da familia Bcl-2, em RI (LEAL et al.,
2008b). A proteina Bax foi evidenciada em todos os Grupos, com padrdo granular no

citoplasma das células epiteliais da mucosa do RI a imunoistoquimica.

Discussio

68



A razdo Bax/Bcl-2 e expressao de Bcl-2 foram similares nos Grupos analisados;
estes resultados podem ser explicados pelo fato de serem doentes assintomdticos € o
mecanismo de sobrevida da célula esteja atuante tanto na PAF quanto na RCUI. Além
disso, a expressdo de Bcl-2 a imunoistoquimica, demonstrou que a mesma encontra-se
principalmente no citoplasma das células estromais da lamina propria da mucosa, tendendo
a uma distribui¢do mais proxima a base das criptas, o que pode indicar que estar células

tenham menor potencial de apoptose em comparagdo as células da superficie luminal.

Deve-se ressaltar que a utilizacdo neste estudo de trés métodos de detecgdo da
apoptose celular permitiu detalhada avaliagdo do processo de morte e sobrevida celular na
mucosa do reservatorio ileal. O emprego de técnica de imunofluorescéncia com Anexina V,
tem sido utilizado para a marcag¢do de células em apoptose. Esta proteina faz parte da
familia das Anexinas, dependentes de calcio (Ca®") capazes de se ligarem a superficies de
membrana com fosfolipideos. Isto ocorre devido a modificacdo que ocorre na membrana
quando a célula esta iniciando ou em processo de morte celular. A anexina V ¢é capaz de se
ligar ao fosfolipideo denominado fosfatidilserina, pelo qual tem grande afinidade, presente
no interior da membrana bilipidica, que em processo de apoptose exterioriza-se. Este
mecanismo ocorre como uma forma de sinalizagdo ao meio externo do processo apoptotico
(HAYES e MOSS, 2004; BOERSMA et al., 2005; HUERTA et al., 2007). Assim,
detectaram-se células em apoptose por meio de imunofluorescéncia com Anexina V-FITC
nos Grupos RCUI, PAF e Controle, demonstrando através de andlise qualitativa, tendéncia

maior de apoptose em mucosa de RI nos portadores de RCUI quando comparada a PAF.

Se por um lado observou-se maior expressdao de proteinas proé-apoptoticas no
Grupo RCUI, por outro, deve-se destacar a menor expressdo destas proteinas na PAF,
portanto menor potencial de renovacdo celular, que presuntivamente deva ter correlagao
com a propria doenga de base e seu potencial de transformacdo maligna. Alguns autores
tém relatado aparecimento de adenomas na mucosa do RI de portadores de PAF mais
comumente que em RCUI (PARC et al, 2001; KARTHEUSER et al, 2006;
NILUBOL et al., 2007; SCHAUS et al., 2007).
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Deste modo, o conhecimento das vias inflamatorias e de apoptose celular no RI
normal pode levar ao melhor entendimento do mecanismo biologico na ileite do
reservatorio. Evidencia-se neste estudo, que mecanismos subclinicos de base podem ocorrer
no RI diferenciando PAF de RCUIL. Quando o RI esta inflamado todas as vias estdo
deflagradas, tanto na RCUI quanto na PAF, ndo se podendo constatar diferencgas pertinentes

que justifiquem a maior ocorréncia desta complicag¢do nos portadores de RCUI.

A maior expressao de citocinas pro-inflamatérias em RCUI quando comparada
aos RI de portadores de PAF verificados na literatura e neste estudo, sugere que o defeito
primario na regulacdo da ativacdo de macrofagos e linfocitos podem coincidir com a
alteracdo na regulagdo da apoptose celular, sendo importante no desenvolvimento e

perpetuacdo da inflamacao local nos RI em RCUIL.

Discussio

70



6- CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos, demonstrou-se que:

1. As expressdoes de IFN-y e STAT-1 foram maiores no Grupo RCUI em

relacdo ao Grupo Controle.
2. A expressao de STAT-1 foi maior no Grupo RCUI do que no Grupo PAF.
3. As expressdes de IL-10 e SOCS-3 foram semelhantes nos trés Grupos.

4. As expressoes de Bax, Apaf-1/Caspase-9 foram maiores no Grupo RCUI em
comparagdo com o Grupo Controle, corroborado pelo estudo

imunoistoquimico para Bax e Bcl2 e imunofluorescéncia para Anexina V.

5. Nao houve diferenga das expressdoes de Bcl-2, FADD/Caspase-8 entre os

diferentes Grupos estudados.

6. Nao se detectou processo inflamatorio histologico com tlceras ou abscessos
em cripta nos Grupos PAF, RCUI e Controle, por meio do estudo com

hematoxilina e eosina.

Conclusdo
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8.1- Grupo RCUI

Doentes Idade Sexo Indicagdo da Tempo pds- | Tempo pds
Cirurgia operatdrio fechamento
(meses) ileostomia
(meses)
1-JSN 48 M displasia de alto 120 108
grau
2 -INB 55 F megacélon 168 144
toxXico
3-JS 63 M displasia de alto 84 72
grau
4-RMGDS 48 F megacélon 60 55
toxXico
5-CSS 36 F intratabilidade 48 42
clinica
6-FV 53 M megacdlon 42 30
téxico
7-GCS 31 F pioderma 36 30
gangrenoso
8-JGS 55 F intratabilidade 96 84
clinica
9-CAB 49 M intratabilidade 24 12
clinica
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8.2- Grupo PAF

Doentes Idade Sexo | Indicagdo da | Tempo p6s- | Tempo pds

Cirurgia operatério | fechamento

(meses) ileostomia

(meses)

1-VCH 37 M polipose 86 82
2-LRA 33 F polipose 62 50
3 -JMF 59 M polipose 86 79
4 - CMSS 21 F polipose 84 79
5-RPS 35 M polipose 72 63
6 - AMH 40 M polipose 62 48
7-ACB 28 F polipose 60 57
8 - JLPF 27 F polipose 38 26
9 - ECPF 24 F polipose 51 48
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8.3- Grupo Controle

Doentes Idade Sexo
1-MC 58 F
2 -RCSS 28 F
3-LSF 41 F
4 -CCL 29 F
5-LMSG 42 M
6 - VCS 40 M
7-VA 56 M
8 —RIS 26 M
9 — EFFS 48 F
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8.4- Mensuraciio do Indice de Atividade da Ileite do Reservatério no Grupo RCUI

Doentes - Pontuacao

CRITERIOS 123456789
Clinico: Hébito intestinal 010 010T1O0T71
Sangramento retal 00000 O0O0OTPO
Urgéncia fecal ou colica abdominal 000011011

Febre (Temperatura >37,8°C) 00 0000 O0OTD
Endoscépico: Edema 00000 0O0O0O°TD0
Granularidade 00000 O0O0OTPO

Friabilidade 00000 O0O0OTPO

Perda do padrao vascular 00000 O0O0OTPO

Exsudato mucoso 00000 O0O0OTPO

Ulceracao 00000 O0O0OTPO

Histologico: Infiltracdo polimorfonuclear 111001100
Ulceracao por campo de pequeno aumento ([0 0 0 0 0 0 0 0 O

Total 121022212
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8.5- Mensuraciio do Indice de Atividade da Ileite do Reservatério no Grupo PAF

Doentes - Pontuacao

CRITERIOS 123456789
Clinico: Hébito intestinal 001 0010O0OTU0O
Sangramento retal 00000 O0O0OTPO
Urgéncia fecal ou colica abdominal 01 0101O0O0°T0

Febre (Temperatura >37,8°C) 00 0000 O0OTD
Endoscépico: Edema 00000 0O0O0O°TD0
Granularidade 00000 O0O0OTPO

Friabilidade 00000 O0O0OTPO

Perda do padrao vascular 00000 O0O0OTPO

Exsudato mucoso 00000 O0O0OTPO

Ulceracao 00000 O0O0OTPO

Histologico: Infiltracdo polimorfonuclear 110110010
Ulceracao por campo de pequeno aumento ([0 0 0 0 0 0 0 0 O

Total 121212010
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8.6- Questionario especifico

Questionario de Inclusao dos Doentes

Nome: Prontuario:
Data de Nascimento: /] Idade:
Etnia: Procedéncia:

( ) Retocolite Ulcerativa

( ) Polipose Familiar

Data da Cirurgia: /1

Data do Fechamento da Ileostomia de Protecao: /1

Tempo de Acompanhamento pds-operatdrio:
Tempo de Acompanhamento pds Fechamento da Ileostomia:

Indica¢ao da Cirurgia:

Comprimento do Reservatério Ileal:

Complicacdes intra-operatorias:

Complicacdes imediatas (até 30 dias):

Complicacdes tardias:

Habito intestinal atual (iltimas 2 semanas):

Continéncia fecal: ( ) presente ( ) ausente
( ) perdas freqiientes

() perdas eventuais
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8.7- Habito intestinal e continéncia fecal - Grupo RCUI

RCUI
Doente | Numero de Continéncia
evacuagdes Fecal
1 3 Presente
2 10 Presente
3 3 Presente
4 4 Presente
5 10 *
6 7 *
7 12 Presente
8 4 *
9 10 *
Média | 7,0 (3-12)

* perda noturna eventual
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8.8- Habito intestinal e continéncia fecal - Grupo PAF

PAF
Doente | Numero de Continéncia
evacuagdes Fecal
1 8 Presente
2 6 *
3 10 Presente
4 7 *
5 5 Presente
6 10 *
7 6 Presente
8 4 Presente
9 5 Presente
Média | 6,8 (4-10)

* perda noturna eventual
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8.9- Parecer de aprovacao do estudo pelo Comité de Etica em pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[=1 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

& (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP. 18/10/05.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 543/2005
CAAE: 1450.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DA ATIVACAO DO TNF-ALFA E DO FATOR DE
TRANSCRICAO NF-KB EM RESERVATORIOS ILEAIS DE DOENTES OPERADOS
POR POLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIAR E RETOCOLITE ULCERATIVA™
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Raquel Franco Leal

INSTITUICAQ: HC/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 12/09/05

il - OBJETIVOS

Avaliar doentes portadores de retocolite ulcerativa (RCUI) e de polipose adenomatosa
familiar (PAF), submetidos a retocolectomia total com reservatorio ileal, quanto aos resultados
funcionais, aspectos endoscopicos do mesmo, e presenga de atividade inflamatoria nos
reservatorios.

111 - SUMARIO

Trata-se de um projeto de mestrado que vai pesquisar uma populagdo de 20 pacientes
submetidos 4 retocolectomia total com reservatorio ileal em J, sendo 10 doentes portadores de
RCUI e 10 portadors de PAF operados o periodo de 1992 a 2002 pelo grupo de Coloproctologia
da Disciplina de Moléstias do Aparelho Digestorio da FCM/UNICAMP. Dentre os participantes
50% serdo doentes do sexo masculino, com média de 37,7 anos. Os pacientes serdo submetidos a
reservatorioscopia, a fim de coletar biopsias e avaliar aspectos endoscopicos, serdo obtidas
capturas de imagens, serd feita a analise da atividade inflamatéria. O grupo controle sera
formado por 10 pacientes que fardo colonoscopia por outros motivos

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apos respostas as pendéncias, o protocolo encontra-se adequado, bem como o TCLE.
V - PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
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aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem,

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos anlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a4 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.e)

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de setembro de 2003.

Profa. gm Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO'COMITE BE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
DE ETICA EM PESQUISA

% www, fem.unicamp, br/pesquisa/etica/index himl
1L P. O/ pesquisa/cl .t

CEP. 22/05/07.
(PARECER CEP: N 543,/2005)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DA ATIVACAO DO TNF-ALFA E DO FATOR DE
TRANSCRICAO NF-KB EM RESERVATORIOS ILEAIS DE DOENTES
OPERADOS POR POLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIAR E RETOCOLITE
ULCERATIVA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Raquel Franco Leal

II - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o Adendo que inclui o projeto de pesquisa intitulado “ESTUDO
DA ATIVIDADE INFLAMATORIA E APOPTOSE CELULAR EM RESERVATORIOS
ILEAIS DE DOENTES OPERADOS POR POLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIAR E
RETOCOLITE ULCERATIVA INESPECIFICA”", com finalidade de tese de doutorado,
referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

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

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de maio de 2007.

Profa. Dra. Cam%/n Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM /UNICAMP
Comite de Erica em Pesguiss - UNICAMP
Ruy: Teseilin Vieira de Camargo, 126 FONE (019} 3521-5936
Cuixa Postul 6111 FAX (DIY) 35217187
13084-971 Campinus - SP cepria feneunicamp.br
Pigina | de |
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8.10- Termo de consentimento informado - Grupos RCUI e PAF

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (doentes portadores de retocolite

ulcerative ou polipose familiar)

Eu (nome do paciente), HC: , estou ciente de

estar participando da pesquisa cientifica, que tem por objetivo estudar a inflamacdo do
intestino apds a cirurgia, que fui submetido (a) por ser portador de retocolite ulcerativa ou
polipose familiar. Fui informado(a) de que minha participagcao neste trabalho ndo mudaré o
meu tratamento neste hospital, que serd o mesmo independentemente de eu estar ou nao
colaborando para este trabalho, e que minha identidade nao serd divulgada.

Autorizo e concordo em ser submetido ao exame endoscépico do intestino (exame
este que ja sou submetido periodicamente no meu acompanhamento pds-operatdrio), que
sejam colhidas bidpsias da por¢do terminal do intestino, e enviadas para este estudo.

Fui informado(a) que os riscos decorrentes do exame endoscopico sdo perfuraciao do
intestino e sangramento, que podem ocorrer em menos de 1% dos casos.

Prontifico-me a fornecer informagdes clinicas sobre meu estado geral e sobre meu

acompanhamento pds operatdrio, caso seja necessario.

Campinas, de de 20 .

Paciente Raquel Franco Leal
Médico pesquisador responsavel

Telefone para contato com pesquisador: 35217615 (ambulatério proctologia).

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa local: 35218936.
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8.11- Termo de consentimento informado - Grupo Controle

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Grupo Controle)

Eu (nome do paciente), HC: , estou ciente de
estar participando da pesquisa cientifica, que tem por objetivo estudar a inflamacdo do
intestino apds a cirurgia que outros doentes foram submetidos. Fui informado(a) de que
minha participac@o neste trabalho ndo mudard o meu tratamento neste hospital, que serd o
mesmo independentemente de eu estar ou ndo colaborando para este trabalho, e que minha
identidade ndo serd divulgada.

Autorizo e concordo, ao ser submetido ao exame endoscépico do intestino por
outros motivos de doenca, fornecer bidpsias da porcao terminal do intestino fino, que serao
enviadas para este estudo, como amostras comparativas.

Fui informado(a) que os riscos decorrentes do exame endoscopico do intestino sao
perfuracdo do intestino e sangramento, que podem ocorrer em menos de 1% dos casos, € 0s
riscos decorrentes da medicacdo utilizada s@o alergia e diminui¢do da pressdo. Esta
medicagdo podera ser ou nao utilizada.

Prontifico-me a fornecer informacdes clinicas sobre meu estado geral caso seja

necessario.
Campinas, de de20 .
Paciente Raquel Franco Leal

Médico pesquisador responsédvel

Telefone para contato com pesquisador: 35217615 (ambulatério proctologia).

Telefone do Comité de Etica e Pesquisa local: 35218936.
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